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ADNOTARE

Chiselita Natalia ,, Tehnologie de obtinere a g-glucanilor din levuri”. Teza de doctor in
stiinte biologice, Chisinau, 2018.

Teza contine introducere, patru capitole, concluzii §i recomandari, bibliografie cu 281
titluri, 4 anexe, 124 pagini text de baza, 68 figuri, 11 tabele. Rezultatele obtinute sunt publicate
in 36 lucrari stiintifice.

Cuvintele cheie: Tehnologie de cultivare, levuri, Saccharomyces cerevisiae, B-glucani,
carbohidrati, proteine, nanoparticule, unde milimetrice cu frecventa extra inalta.

Domeniul de studiu: 167.01- biotehnologie, bionanotehnologie.

Scopul lucrarii consta in elaborarea tehnologiei inovative eficiente de obtinere a [-
glucanilor din levuri.

Obiectivele lucrarii: Selectarea nutrientilor si conditiilor optime de cultivare submersa a
tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 in vederea ameliorarii biosintezei B-glucanilor; Elucidarea
actiunii nanoparticulelor oxizilor de metale asupra biosintezei -glucanilor si altor constituiente
celulare a levurii S. cerevisiae  CNMN-Y-20; Evaluarea efectelor undelor milimetrice cu
frecventa extra 1nalta asupra biosintezei B-glucanilor si altor constituiente celulare a levurii S.
cerevisiae CNMN-Y-20; Elaborarea tehnologiei de obtinere a B-glucanilor din biomasa
levuriana.

Noutatea si originalitatea stiintifici. In premiera se propune o tehnologie inovativa de
cultivare a levurii S. cerevisiae si de obtinere a B-glucanilor, bazata pe procedee avantajoase de
sinteza orientatd, care contribuie la ameliorarea calitatii si sinecostului produsului final. Au fost
selectati nutrientii preferentiali si elaborate douda medii de cultura pentru tulpina S. cerevisiae
CNMN-Y-20, au fost stabilite conditiile speciale de cultivare pentru sporirea biosintezei -
glucanilor. In premierd s-a demonstrat ca nanoparticule TiO, si ZnO, utilizate la cultivarea
levurii, influenteaza procesul de biosinteza a B-glucanilor si altor constituiente celulare, efectul
exprimandu-se in functie de dimensiunile si concentratiile nanoparticulelor. In premiera a fost
elucidat caracterul actiunii undelor milimetrice cu frecventa extra inaltd asupra biosintezei -
glucanilor si altor componente celulare in dependenta de spectrul de frecventd si durata de
iradiere. Pentru prima data au fost elaborate 2 procedee noi de sporire a continutului de B-glucani
la tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20, dintre care unul a fost brevetat.

Problema stiintifici importanti solutionata in lucrare. Au fost determinati parametrii
biotehnologici optimali de cultivare a levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20, ceea ce a contribuit la
eficientizarea procedeelor de sinteza orientatd a PB-glucanilor, fapt ce a permis elaborarea
tehnologiei de obtinere a acestor compusi biologic activi valorosi.

Semnificatia teoreticd. Este fundamentatad stiintific si demonstrata posibilitatea dirijarii
proceselor biosintetice si sporirii potentialului de producere a B-glucanilor la cultivarea levurii S.
cerevisiae  CNMN-Y-20 prin tehnologia cu utilizarea nutrientilor preferentiali, conditiilor
speciale de cultivare, a nanoparticulelor si undelor milimetrice cu frecventa extra inalta in
calitate de stimulatori.

Valoarea aplicativa. Se propun spre valorificare: tulpina de levuri S. cerevisiae CNMN-
Y-20, brevetata ca sursd de B-glucani; doua variante de medii nutritive si doua procedee de
sintezd orientatd cu aplicarea nanoparticulelor oxizilor de metale si undelor milimetrice cu
frecventa extra nalta ca factori reglatori, care asigura sporirea semnificativa a cantitatii de p-
glucani In biomasa levuriand; metoda de extragere a B-glucanilor, caracterul inovational al careia
permite de a reduce etapele suplimentare de distrugere a peretelui celular si extragere a [-
glucanilor; bioprodusul ,,Glucan-20” cu activitate fiziologica inalta.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20 a fost
depozitata in CNMN a IMB si utilizata in cercetari stiintifice. Preparatul ,,Glucan-20” a fost
utilizat in furajul pentru puietul si larvele de pesti (Acte de implementare: Nr. 1 din 17.07.2014,
Nr. 3 din 17.07.2015, Nr. 4 din 10.10.2016, Nr. 85a din 04.09.2017)



AHHOTALIUA

Kucemuna Haranba ,,TexHonorusi mnoJjydyeHusi [-IiIlOKaHOB HW3  JIPOXKel”.
Huccepramus kanauaata ononorndeckux Hayk, Kummnés, 2018.

Jluccepranusi COCTOMT W3 BBEIEHHSA, YETHIPEX TIJIaB, BBIBOAOB M PEKOMEHJAINH,
oubmuorpadun u3 281 HaumeHoBanui, 4 mpwiokeHuid, 124 crTpaHUI] OCHOBHOTO TEKCTa, 68
pucyHkoB, 11 tabnui. Pe3ynbTarsl uccieqoBaHmii omyOInKoBaHbl B 36 paboTax.

KawueBble ciioBa: TexHomorus KyJabTHBHPOBAHUS, IPOXGKH, Saccharomyces cerevisiae,
[-TirOKaHkl, yriieBoIbl, OEITKH, HAHOYACTULIBI, MUJUTUMETPOBBIC BOJIHBHI.

Oo6aacte uccaenoBanus: 167.01 — buorexuoorus, OMOHAHOTEXHOJIOTHSL.

e padoTsi: pazpadoTka PHEKTUBHON HHHOBAIMOHHOW TEXHOJIOTHH MTOJTyYeHHS B-TIIFOKAaHOB U3
JIPOKIKEH.

3anaum paGoThbl: 0TOOpP NMHUTATENBHBIX BEUIECTB M ONTHUMAIBHBIX YCIOBUH JUTA TIIyOMHHOTO
KynbTHBUpOBaHus Imtamma S. cerevisiae CNMN-Y-20 ¢ 1enbio yimydiieHus OuocuHTe3a -
TJIFOKAHOB; BBISABJICHHE JCHCTBUS HAHOYACTHI[ OKCHIOB METAJUIOB Ha OMOCHHTE3 [(-TJIFOKAHOB H
JPYTUX KIETOYHBIX KOMITOHEHTOB mmtamma S. cerevisiae CNMN-Y-20; onpenenenne sddekra
BBICOKOYACTOTHBIX MHJUTUMETPOBBIX BOJIH Ha OWOCHHTE3 [-TIIIOKAHOB M JPYIHX KJIETOYHBIX
KoMroHeHToB mtamma S. cerevisiae CNMN-Y-20; pa3paboTka TEXHOIOTHH MOTy4YeHHs -TJIFOKAHOB
13 OOMACCHI APOXKIKEH.

Hayunasi HOBU3HA ¥ OPUTHHAJILHOCTB. BriepBble npearaeTcsi HHHOBAIIMOHHASL TEXHOIOTUS
KyJIbTUBUPOBAHUS JIPOXOKEH S. Cerevisiae mis mosiydeHus [-TJIFOKAHOB, OCHOBAHHAS Ha CIIOCO0AX
HAIIPaBJIEHHOTO CUHTE3a, BEAYIIMX K YIyUIICHUIO KauecTBa KOHEUHOTO MPOAYKTA M YMEHBIIIEHHIO €ro
cebecronmoct. OTOOpaHBl MCTOYHMKH TIMTAHHS W ONTHUMAJBHBIC YCIOBUS KyJIHTHBUPOBAHWS,
ONTUMU3UPOBAHBI JIBE IUTATEIbHBIE CPE/IbI C IIEbI0 YBEINYEHUS] OMOCHHTE3a B-TITFOKAHOB IITAMMOM
S. cerevisiae CNMN-Y-20. Buepsbie m0Kka3aHo, 4to HaHodacTHiel Ti0, u ZnO, HCMOIB3yeMbIC B
KYJbTUBUPOBAHUM JIPOOKEH, BIMAIOT Ha Mpollecc OMOCHHTEe3a [B-TIIIOKAHOB M JPYIUX KJIETOYHBIX
KOMITOHEHTOB, 3()()eKT KOTOPBIX 3aBHCHT OT HMX pa3Mepa W KOHIICHTpaluu. BrepBbie BbISBICH
XapakTep JEHCTBHS BHICOKOYACTOTHBIX MUJUIMMETPOBBIX BOJIH Ha OMOCHHTE3 B-TIIIOKAHOB M JIPYIHX
KJICTOYHBIX KOMITOHEHTOB B 3aBHCHMOCTH OT CIIEKTpa W BPEMEHH WX JeHCTBUs. BriepBble ObUTH
pa3paboTaHbl Ba HOBBIX crloco0a KyJIbTUBUPOBAHUS CIIOCOOCTBYIOIIMX YBEIMUEHHIO COIEp KaHus [3-
rmokaHoB B oromacce S. cerevisiae CNMN-Y-20, oH U3 KOTOPBIX 3aMaTeHTOBAH.

Hayuynasn 3agaya, pelieHHass B JaHHOW palore. bbum ompeneneHsl  ONTUMaIbHbBIE
OMOTEXHOJIOTMYECKUE TapaMeTpbl KyJIbTHBHpoBaHus japoxokedl S. cerevisiie CNMN-Y-20, dro
CIIOCOOCTBOBAIO ONTHUMHU3UPOBAHUIO CIIOCOOOB HAIPABJIEHHOTO CHUHTE3a [-TJIFOKAHOB U ITO3BOJIMIIO
pa3paboTaTh TEXHOIOTHIO MOTYYECHHS THX BEIIECTB.

Teopernueckoe 3HavyeHwe. HayuyHo 00OCHOBaHa M JIOKa3aHAa BO3MOMKHOCTH —YIPABJICHHS
OvocuHTeTMYeCKMMH  TIporieccamu B apostokax S, cereviside CNMN-Y-20, a Ttakxke ymydiieHHs
MOTEHIMAa CHHTE3a [B-TIIFOKAHOB IYyTEM HCIIOJIB30BaHMS OTOOPAaHHBIX MCTOYHUKOB TTHTAHMUS,
ONTUMAJIBHBIX YCIIOBUH JUIsl KYJTbTHBUPOBAHHS, HAHOYACTUI] U BHICOKOYACTOTHBIX MUJUTIMETPOBBIX
BOJIH B Ka4€CTBE CTUMYJISITOPOB.

IMpakmnyeckoe 3navenme. [Ipemrararorcs: mramm  gpoxoked S, cerevisile CNMN-Y-20,
3aIaTeHTOBAaHHBIIN KaK MICTOYHHK [-TUTFOKAHOB; JIBE TIMTATEIILHBIE CPEIIBI M J[Ba CITIOCO0a HAIPABICHHOTO
CHHTE32a C UCIIOJIb30BaHMEM HAHOYACTHI] OKCHJIOB METAJIOB M BBICOKOYACTOTHBIX MUJITMMETPOBBIX
BOJH KaK PpEryIupyromuXx (akTopoB, BEAYIIMX K YBEIHMUCHUIO COJICP)KaHUS [-TIIIOKaHOB B
Oromacce JIpOOKEH; MeTo SKCTpakiMM [(-TJIFOKAHOB, KOTOPBIA IMO3BOJSET COKPATUTH ATAIlbI
paspylieHus] KJIETOYHOW CTEHKH M DKCTPaKIHMH [-TIIOKaHOB; Owompemnapar ,,[mokaH-20” ¢
BBICOKOM (hU3HMOJIOTUYECKOI aKTHBHOCTBIO.

Bueapenue pesyabraroB. Illtamm S. cerevisiae CNMN-Y-20 Obu1 IeHOHHPOBaH B
HKHM wu ucnons30Bad B Hay4HbIX HccienoBanusx. Ilpenapat ,,I'mokan-20" ObUT HCIIONB30BaH
B KOpMax Jjisi MajbKa U JUYHHOK pbIO (AKTHI 0 BHeApeHuu: Nel ot 17.07.14, Ne3 ot 17.07.15,
Ned ot 10.10.16, Ne85a ot 04.09.17)



ANNOTATION

Chiselita Natalia ,,Technology for obtaining of p-glucans from yeasts”. PhD thesis in biological
sciences, Chisinau, 2018.

The thesis consists of an introduction, four chapters, conclusions and recommendations, bibliography
list with 281 references, 124 pages of the main content, 68 figures, 11 tables and 4 anexes. The obtained
results were published in 36 scientific papers.

Keywords: Cultivation technology, yeasts, Saccharomyces cerevisiae, B-glucans,
carbohydrates, proteins, nanoparticles, extra-high frequency millimeter waves.

Field of study: 167.01- biotechnology, bionanotechnology.

Research goal: to develop an efficient innovative technology for f-glucan obtaining from
yeasts.

Objectives: Selection of preferred nutrients and optimum conditions for submerged cultivation of S.
cerevisiae CNMN-Y-20 strain to improve the biosynthesis of B-glucans; Elucidation of the action of the
metal oxides nanoparticles on the biosynthesis of B-glucans and other cellular constituents of S. cerevisiae
CNMN-Y-20 yeast; Evaluation of the extra-high frequency millimeter wave effects on the biosynthesis of
B-glucans and other cellular constituents of S. cerevisiae CNMN-Y-20 yeast; Elaboration of technology of
obtaining B-glucans from the yeasts biomass.

Scientific novelty of reasearch. For the first time, an innovative technology is proposed
for S. cerevisiae yeast cultivation and B-glucan production, based on advantageous directed
synthesis procedures, which contribute to improving the quality and reducing the cost of the final
product. Preferential nutrients and two culture media for S. cerevisiae strain CNMN-Y-20 were
selected, and specific culture conditions for enhancing pB-glucan biosynthesis were established.
For the first time, it has been demonstrated that TiO, and ZnO nanoparticles used in yeast
cultivation influence the biosynthesis process of B-glucans and other cellular constituents, the
effect being dependent upon nanoparticle size and concentration. For the first time, the character
of extra-high frequency millimeter wave action on the biosynthesis of fB-glucans and other
cellular components, depending on the frequency spectrum and the duration of irradiation, has
been elucidated. For the first time, 2 new procedures for increasing f-glucan content in S.
cerevisiae CNMN-Y-20 strain were elaborated, one of which was patented.

Important scientific problem, solved in the scientific work. The optimal
biotechnological parameters of S. cerevisiae CNMN-Y-20 yeast cultivation were determined,
which has contributed to the efficiency of the targeted synthesis of B-glucans, which enabled the
elaboration of the technology for their obtaining.

Theoretical value. It is scientifically justified and demonstrated the possibility to direct
the biosynthetic processes and to increase the B-glucan production potential diring S. cerevisiae
CNMN-Y-20 yeast cultivation by the use of preferential nutrients, special cultivation conditions,
nanoparticles and extra-high frequency milimeter waves as stimulators.

Practical value. There are proposed for valorisation: S. cerevisiae CNMN-Y-20 yeast
strain, patented as a source of B-glucans; two variants of nutrient media and two directed
synthesis processes with application of metal oxides nanoparticles and extra-high frequency
milimeter waves as regulating factors, which ensure a significant increase of the B-glucans
amount in the yeast biomass; the method of B-glucan extraction, the innovative character of
which allows to reduce additional steps of cell wall destruction and B-glucans extraction; the
bioproduct ,,Glucan-20" with high physiological activity.

Implementation of scientific results. The S. cerevisiae CNMN-Y-20 strain was deposited
in the CNMN of IMB and used in scientific research. The polysaccharide bioproduct "Glucan-
20" has been used in diets of fish larvae and juveniles. (Implementation Acts: Nr. 1 from
17.07.2014, Nr. 3 from 17.07.2015, Nr. 4 from 10.10.2016, Nr. 85a from 04.09.2017).
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INTRODUCERE

Actualitatea si importanta cercetirilor. Importanta B-glucanilor pentru medicina,
farmaceutica, industria alimentara si alte domenii ale economiei conditioneaza dezvoltarea
rapida a industriei de producere a acestor polizaharide complexe constituite din unitati de D-
glucopiranoza conjugate in pozitiile f-(1-6) si B-(1-3) [234]. Levurile genului Saccharomyces se
numara printre producétori performanti de B-glucani cu proprietati imunologice deosebite [133].
Interesul inalt fatda de 1,3- si 1,6-B-glucani este conditionat si de activitatea antibacteriana,
antivirala, anticancerigena, antioxidantd, antimutagena, hipocolesterolemica, detoxifianta, etc.
[146, 228, 273].

Pentru dezvoltarea biotehnologiilor moderne de obtinere a B-glucanilor este evidenta
oportunitatea selectarii tulpinilor cu calitati performante utilizate in producerea industriala.
Productia de B-glucani depinde in mod semnificativ de continutul lor in peretele celular al
levurii. In general, schimbirile in starea fiziologica a celulei si reactia sa la influenta factorilor
externi sunt legate de structura peretelui celular. Arhitectura peretelui celular si mecanismele
responsabile de sinteza componentelor acestuia pot fi controlate prin compozitia mediului de
culturd si conditiile de cultivare [155]. O problema stiintifica importanta tine de elaborarea unor
formule noi ale mediilor de fermentatie si evidentierea conditiilor optime de cultivare in
profunzime a tulpinilor de levuri selectate. Conform unor autori, temperatura de cultivare, pH-ul,
aeratia mediului si durata procesului de cultivare, determina activitatea fiziologica a culturilor si
actioneaza asupra proprietatilor si compozitiei biochimice a microorganismelor [228, 233].

De asemenea, actuale si importante sunt cercetdrile destinate studiului influentei asupra
levurilor a nanoparticulelor oxizilor de metale si undelor milimetrice cu frecventd extra inalta.
Mecanismele posibile de influenta a nanoparticulelor la nivel celular au fost cercetate partial de
catre specialisti in domeniu [110, 178]. Importante sunt rezultatele investigatiilor actiunii undelor
milimetrice asupra dezvoltarii si proliferarii celulelor, activitatii enzimelor si altor sisteme
biologice. In zona de interes intra si modelarea teoretici a mecanismelor posibile de interactiune
a undelor milimetrice cu obiectele biologice, inclusiv microorganismele [172].

Situatia in domeniul de cercetare. Cererea de substante naturale biologic active de
origine polizaharidicd cu efect sanogen a dat un impuls simtitor cercetarilor orientate spre
identificarea noilor surse, precum si a procedeelor si tehnologiilor de obtinere a preparatelor
sigure pentru utilizare [106]. In ultimii ani in calitate de astfel de surse sunt studiate
microorganismele, in special levurile, capabile sa sintetizeze un complex de substante bioactive,
inclusiv B-glucani, care au un rol impunator in activitatea vitala a organismelor vii [253] si

obtinerea carora din punct de vedere economic este avantajoasa. Luand in consideratie ca
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biomasa de Saccharomyces cerevisiae este lipsita de efecte toxice asupra organismelor vii, fiind
utilizatd in hrana omului peste 2000 mii ani si posibilitatea reglarii productivitatii si activitatii
biosintetice a levurilor prin optimizarea conditiilor de cultivare, mediilor nutritive si utilizarea
diferitor factori chimici si fizici [74, 184], consideram oportune cercetarile orientate spre
elaborarea tehnologiilor de cultivare a acestui obiect biotehnologic si obtinere a 3-glucanilor.
Reiesind din cele expuse, o solutie inovativa pentru obtinerea B-glucanilor din levuri poate
fi identificarea noilor procedee de reglare a biosintezei lor, rezultate care vor servi ca baza la
elaborarea tehnologiilor microbiene pentru producerea preparatelor cu utilizari polivalente.
Scopul lucrarii consta in elaborarea tehnologiei inovative eficiente de obtinere a f-
glucanilor din levuri.
Pentru realizarea scopului au fost trasate urmaitoarele obiective:
eSelectarea nutrientilor si conditiilor optime de cultivare submersa a tulpinii S.
cerevisiae CNMN-Y-20 in vederea ameliorarii biosintezei 3-glucanilor;
eElucidarea actiunii nanoparticulelor oxizilor de metale asupra biosintezei [-
glucanilor si altor constituiente celulare a levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20;
eEvaluarea efectelor undelor milimetrice cu frecventd extra finaltd asupra
biosintezei B-glucanilor si altor constituiente celulare a levurii S. cerevisiae CNMN-Y-
20;
eElaborarea tehnologiei de obtinere a B-glucanilor din biomasa levuriana.
Noutatea si originalitatea stiintifici. In premierd se propune o tehnologie inovativa de
cultivare a levurii S. cerevisiae si de obtinere a f-glucanilor, bazata pe procedee avantajoase de
sinteza orientatd, care contribuie la ameliorarea calitatii si sinecostului produsului final. Au fost
selectati nutrientii preferentiali si elaborate douda medii de cultura pentru tulpina S. cerevisiae
CNMN-Y-20, au fost stabilite conditiile speciale de cultivare pentru sporirea biosintezei [3-
glucanilor. In premiera s-a demonstrat ci nanoparticule TiO, si ZnO, utilizate la cultivarea
levurii, influenteaza procesul de biosinteza a B-glucanilor si altor constituiente celulare, efectul
exprimandu-se in functie de dimensiunile si concentratiile nanoparticulelor. In premiera a fost
elucidat caracterul actiunii undelor milimetrice cu frecventa extra inaltd asupra biosintezei -
glucanilor si altor componente celulare in dependenta de spectrul de frecventd si durata de
iradiere. Pentru prima data au fost elaborate 2 procedee noi de sporire a continutului de f-glucani
la tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20, dintre care unul a fost brevetat.
Problema stiintifici importanti solutionata in lucrare. Au fost determinati parametrii

biotehnologici optimali de cultivare a levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20, ceea ce a contribuit la

11



eficientizarea procedeelor de sinteza orientata a B-glucanilor, fapt ce a permis elaborarea
tehnologiei de obtinere a acestor compusi biologic activi valorosi.

Semnificatia teoretica. Este fundamentata stiintific $i demonstrata posibilitatea dirijarii
proceselor biosintetice si sporirii potentialului de producere a B-glucanilor la cultivarea levurii S.
cerevisiae  CNMN-Y-20 prin tehnologia cu utilizarea nutrientilor preferentiali, conditiilor
speciale de cultivare, a nanoparticulelor si undelor milimetrice in calitate de stimulatori.

Valoarea aplicativa. Se propun spre valorificare: tulpina de levuri S. cerevisiae CNMN-
Y-20, brevetata ca sursd de B-glucani; doua variante de medii nutritive si douad procedee de
sintezd orientatd cu aplicarea nanoparticulelor oxizilor de metale si undelor milimetrice cu
frecventa extra inalta ca factori reglatori, care asigura sporirea semnificativa a cantitatii de -
glucani in biomasa levuriana; metoda de extragere a f-glucanilor, caracterul inovational al careia
permite de a reduce etapele suplimentare de distrugere a peretelui celular si extragere a f-
glucanilor; bioprodusul ,,Glucan-20” cu activitate fiziologica inalta.

Aprobarea rezultatelor stiintifice. Materialele expuse in teza de doctor au fost
comunicate si discutate la: Bcepoccuiickuii cUMIIO3UyM C MEXKIYHAPOJIHBIM Y4YacTHEM
,,CoBpeMeHHbIe MPOOJIeMbl (DU3UOJIOTHUH, SKOJOTHH M OMOTEXHOJOTMH MHKPOOPTaHW3MOB”,
Mocksa, 2014; Conferinta stiintifica nationald cu participare internationald ,,Integrare prin
cercetare si inovare”, Chisindu, 2014; Conferinta Stiintifica Internationald a Doctoranzilor
,, Tendinte contemporane ale dezvoltarii stiintei: viziuni ale tinerilor cercetatori”, Chisinau, 2015,
2016, 2017; Conferinta  Stiintificd  Internationala “Stiintele  vietii in  dialogul
generatiilor: conexiuni dintre mediul academic, universitar si de afaceri", Chiginau, 2016;
MexayHapoaHas HaydHas KOH(EPEHIMsS MOJIOJBIX YYCHBIX, AacClUPAaHTOB U CTYACHTOB
,, HaydHbIE JOCTIKEHUS MOJIOJICKH — PEIICHUI0 mpobiieM nutanus denoeuectBa B XXI| Beke”,
Kues, Ykpauna, 2016; International Conference ,,NANO-2016 Ethical, Ecological and Social
Problems of Nanoscience and Nanotechnologies”, Chisindu, 2016; International Scientific
Conference on Microbial Biotechnology 2™ and 3" editions, Chisindu, 2014, 2016; 40th
international invention show, 11th invention and prototype show and student business plan
competition Karlovac, Croatia, 2015; Salonul international al cercetdrii, inovarii §i inventicii
»PROINVENT”, Cluj-Napoca, Romania, 2016; European Exhibition of Creativity and
Innovation ,, EUROINVENT?”, Iasi, Romania, 2015, 2016, 2017.

Publicatiile la tema tezei. La tema tezei au fost publicate 36 lucrari stiintifice: 15 articole
in reviste recenzate (3 — in reviste internationale; 2 — in monoautorat), 12 teze la conferinte
internationale si nationale (6 — in monoautorat), 3 brevete de inventie, 6 materiale la saloane de

inventii.
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Volumul si structura tezei. Teza consta din patru capitole, are un volum de baza de 124
pagini, contine 11 tabele si 68 figuri. Lista surselor bibliografice citate include 281 titluri.

Cuvintele cheie: Tehnologie de cultivare, levuri, Saccharomyces cerevisiae, B-glucani,
carbohidrati, proteine, nanoparticule, unde milimetrice cu frecventa extra inalta.

Sumarul compartimentelor tezei. Teza consta din 4 capitole, primul dintre care prezinta
analiza situatiei din domeniu, iar urmatoarele trei reflecta contributiile metodice si rezultatele

propriilor cercetari.

1. LEVURILE - SURSE VALOROASE DE B-GLUCANI prezintd o analizd ampla si
minutioasa a publicatiilor stiintifice de ultima ord la tema de cercetare. In capitol este
argumentata oportunitatea studierii B-glucanilor levurieni, care se bazeaza pe activitatea
biologica valoroasa a acestor polizaharide si potentialul lor inalt de utilizare in medicina,
farmaceutica, cosmetologie, acvacultura, zootehnie si industria alimentara si pe inofensivitatea si
nontoxicitatea lor.

Capitolul include o caracteristica ampla a structurii si componentei peretelui celular la S.
cerevisiae, inclusiv a componentei sale de baza — B-glucani. Este elucidat mecanismul de
biosinteza a B-glucanilor si evidentiate principalele enzime si gene responsabile de biogeneza
diferitor modificari ale acestora.
varierea surselor nutritive si optimizarea conditiilor de cultivare. Este analizata influenta
nanoparticulelor de diferita natura si a undelor milimetrice cu frecventa extra inalta asupra
diferitor organisme vii si posibilitatea utilizarii acestor factori in calitate de stimulatori ai sintezei
B-glucanilor la levuri.

Sunt reflectate diverse metode de extractie si purificare a B-glucanilor, care permit
obtinerea din biomasa levuriana a preparatelor f-glucanice de calitate si cu activitate inalta.

Prin analiza ampla a literaturii de specialitate se ajunge la concluzia ca levurile S.
cerevisiae sunt o sursa biotehnologica importanta pentru obtinerea preparatelor B-glucanice

biologic active, atat datorita componentei biomasei, cerintelor nutritive minime, cat si

.....

formulata problema de cercetare si directiile de rezolvare a acesteea, sunt definite scopul si

obiectivele cercetarii.

2. BIOSINTEZA B-GLUCANILOR LA TULPINA SACCHAROMYCES
CEREVISIAE CNMN-Y-20 iN FUNCTIE DE NECESITATILE NUTRITIVE I
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CONDITIILE DE CULTIVARE este dedicat cercetarilor ce tin de eficientizarea metodei de
extragere a B-glucanilor, evaluarea capacitatilor de acumulare a biomasei si biosinteza a -
glucanilor la tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20, in functie de necesitatile nutritive si conditiile
de cultivare.

Studiul comparativ a metodelor de dezagregare a celulelor a demonstrat, ca cea mai
eficienta metoda este omogenizarea cu durata de tratare a biomasei 10 minute. Aplicarea acestui
procedeu de preparare a peretilor celulari in combinatie cu tratarea alcalin-acida Sporeste cu
34,5% continutul de B-glucani extrasi din peretii celulari levurieni si reduce durata de extragere
cu 24 ore comparativ cu procedeul martor.

Au fost studiate sursele optimale de carbon si azot, care asigurd obtinerea cantitatilor
maxime de B-glucani.

in baza rezultatelor obtinute, utilizand metoda planificarii matematice a experientelor, a fost
elaborat mediul nutritiv, numit conventional R-ZZ [13], pentru cultivarea tulpinii S. cerevisiae
CNMN-Y-20, care permite de a obtine cu 31,8% mai multi 3-glucani comparativ cu martorul.

In cazul cultivarii tulpinii pe mediul YPD modificat — YPD-4, suplimentat cu acetatul de
zinc, cantitatea de B-glucani este inferioara martorului cu 5,8-11,4%. In consecinti, pentru
cercetarile ulterioare a fost utilizat mediul YPD-4.

Cercetarile destinate evaluarii influentei conditiilor de cultivare asupra sintezei -glucanilor
la tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20 au stabilit ca temperatura de 25°C, concentratia O, in
mediul de culturd — 81,3...83,3 mgL™ si durata de 120 ore sunt optime pentru cultivarea tulpinii
S. cerevisiae CNMN-Y-20 si producerea B-glucanilor pe mediul optimizat R-ZZ.

Astfel, au fost stabiliti metoda de extragere a B-glucanilor, nutrientii preferentiali si
conditiile optime de cultivare a tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 pentru obtinerea biomasei cu
continut sporit de B-glucani. in baza acestor rezultate se propune un procedeu de cultivare a
tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 [22].

3. POTENTIALUL BIOTEHNOLOGIC A LEVURII SACCHAROMYCES
CEREVISIAE CNMN-Y-20 SUB INFLUENTA NANOPARTICULELOR OXIZILOR
METALICI prezinta rezultatele cercetarilor proprii ce tin de elucidarea influentei
nanoparticulelor oxizilor de metale asupra proprietatilor morfo-culturale, viabilitatii, productiei
de biomasa, activitatii biosintetice si enzimatice a tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y -20.

Au fost testate nanoparticulele de TiO; si ZnO. Efecte de stimulare a sintezei B-glucanilor
au fost obtinute pentru nanoparticulele de ZnO cu dimensiunea 30 nm in concentratie de 5-10

mg/L.
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Nanoparticulele de ZnO de asemenea Ss-au manifestat in calitate de remediu ce inlatura
efectele negative ale alcoolului. Datele obtinute au confirmat ca nanoparticulele ZnO nu pot
inlatura efectul negativ al concentratiilor inalte de alcool etilic asupra multiplicarii celulelor S.
cerevisiae CNMN-Y-20 si productiei de biomasa, in acelasi timp influenteaza pozitiv procesul
de biosinteza a PB-glucanilor, carbohidratilor si proteinelor. Nanoparticulele ZnO (30 nm),
aplicate in procesul de cultivare a levurii, pot fi precautate ca un factor eficient pentru a spori
productia de B-glucani sub aspect industrial. S-a constatat ca ponderea continutului de f-glucani
este maximala 1n cazul cultivarii tulpinii in prezenta a 5 mg/L nanoparticule ZnO si 2% alcool
etilic. Rezultatele obtinute au stat la baza elaborarii unui procedeu nou de stimulare a biosintezei

B-glucanilor, care permite de a obtine cu 30,7% mai multi B-glucani fata de martor [11, 88].

4. ELABORAREA TEHNOLOGIEI DE CULTIVARE A TULPINII S. CEREVISIAE
CNMN-Y-20 SI DE OBTINERE A B-GLUCANILOR este dedicat elaborarii unei tehnologii
integrate de obtinere a f-glucanilor, care include utilizarea undelor milimetrice cu frecventa extra
inalta.

Studiul ce reflecta actiunea undelor milimetrice cu frecventa f=53,33 GHz in functie de
durata de iradiere a demonstrat, ca in intervalul de 15-20 minute de iradiere tulpina acumuleaza
activ carbohidrati, inclusiv B-glucani si proteine. Intre continutul de biomasa, carbohidrati, p-
glucani, proteine si activitatea catalazei la tulpina de levuri iradiata s-a stabilit un grad Tnalt de
dependenta (coeficientii de determinare variaza in limitele R?=0,633...0,949), fapt ce
demonstreaza ca sinteza acestor componente celulare este influentata de acelasi factor, undele
milimetrice cu frecventa f=53,33 GHz. In baza acestor rezultate a fost elaborat un procedeu de
stimulare a biosintezei B-glucanilor, bazat pe iradierea tulpinii cu unde milimetrice cu frecventa
f=53,33 GHz timp de 20 minute. Avantajul procedeului propus consta in majorarea continutului
de B-glucani cu 25,7% fata de martor. Procedeul este brevetat [7].

Cercetarile ce tin de influenta undelor milimetrice asupra tulpinii studiate au permis
elaborarea tehnologiei de producere a B-glucanilor, bazat pe utilizarea undelor milimetrice cu
frecventa extra inalta in calitate de factor reglator.

Tehnologia elaborata asigurd un spor al cantitdtii de B-glucani de pand la 25,2% fata de
tehnologia martor.

In baza p-glucanilor obtinuti conform tehnologiei a fost elaborat preparatul biologic activ
Glucan-20, care in componenta ratiilor furajere, majoreaza cu 22,0-26,7% supravietuirea

larvelor, cu 16,9-24,0% masa medie a unei larve, cu 45,2-56,3% ihtiomasa generala medie.
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Rezultatele obtinute la crescatoriile de pesti au fost brevetate [8] si sunt documentate prin acte de
implementare.

Astfel, aceasta lucrare dezvaluie mai multe aspecte, scopul final al carora este selectarea
mediului si conditiilor optime de cultivare a producétorului, evaluarea stimulatorilor chimici si
fizici ai sintezei B-glucanilor, elucidarea metodelor eficiente de extractie a B-glucanilor, elaborarea
tehnologiei de obtinere a acestora, testarea lor in practica si deci prezintd atat importanta teoretica,

cat si valoare aplicativa.

16



1. LEVURILE - SURSE VALOROASE DE g-GLUCANI

1.1. Oportunitatea studierii g-glucanilor la levuri

In ultimele decenii biotehnologiile microbiene au influentat tot mai mult intreaga activitate
umand, iar comunitatea stiintifica internationald acorda o atentie deosebitd studiilor de estimare a
biodiversitatii microorganismelor si utilizare a acestora in diverse procese biotehnologice. O
problema actuald este cautarea noilor surse de materie prima pentru elaborarea preparatelor
medicamentoase si profilactice, suplimentelor furajere si alimentare biologic active. In ultimii
ani in calitate de astfel de surse sunt studiate microorganismele si in special drojdiile, capabile sa
sintetizeze un complex de substante bioactive, inclusiv polizaharide, cu un rol important in
activitatea vitald a organismelor vii [253], obtinerea carora este mult mai avantajoasd din punct
de vedere economic in comparatie cu cele de origine animala si vegetala.

Producerea microbiologicd a polizaharidelor biologic active este una din ramurile
biotehnologiilor ce se dezvolta rapid. In prezent industria microbiologica produce un spectru larg
de polizaharide valoroase: WGP (whole glucan particles), Zymosan, Curdlan, dextran, xantan,
etc. [121]. Insi toate aceste preparate sunt importate in Republica Moldova, fapt ce evidentiaza
necesitatea si actualitatea cercetdrilor ce tin de elaborarea tehnologiilor autohtone de obtinere a
polizaharidelor naturale.

Printre producatori de polizaharide se regdsesc reprezentanti ai diferitor clase, familii,
genuri si specii de microorganisme. Insa cei mai multi apartin regnului Fungi printre care pot fi
mentionate macromicetele cei din genurile Lentinus, Ganoderma, Agaricus, [119] si
micromicetele din genurile Candida, Aspergillus, Schizosaccharomyces, Neurospora,
Rhodotorula si Saccharomyces, care contin pana la 40-55% polizaharide intracelulare [234]. In
acest context, un mare interes stiintifico-practic, la momentul actual, il prezintd polizaharidele de
baza ale peretelui celular al levurilor, si anume glucanii.

Desi printre levurile producatoare de polizaharide, utilizate in alimentatie, se regasesc
reprezentanti ai genurilor Zygosaccharomyces, Kloeckera, Kluyveromyces, Debaryomyces, totusi
Saccharomyces cerevisiae ramane 0 sursa majora de -glucani [49, 78, 184].

B-glucanii obtinuti din levuri au fost aprobati de Autoritatea Europeana pentru Siguranta
Alimentara ca ingrediente alimentare noi [106] si recunoscute ca fiind sigure GRAS (Generally
Recognized as Safe) de catre Administratia SUA pentru Alimente si Medicamente [120, 253,
275].

Saharomicetele sunt utilizate in producerea alimentelor si bauturilor fermentate timp de mii

de ani si sunt cele mai detaliat studiate microorganisme, ale caror conditii de cultivare sunt foarte
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bine cunoscute si pot fi optimizate pentru a maximiza randamentul de producere a -glucanilor.
Din punct de vedere biotehnologic ele au avantajul de a produce o cantitate mare de biomasa cu
cheltuieli minime. Biomasa de levuri in calitate de produs secundar al productiei de bere, vin ar
putea fi de asemenea utilizata ca materie prima pentru obtinerea B-glucanilor [257].

B-glucanii sunt polizaharide ale monomerilor de D-glucoza legati prin legaturi B-
glicozidice. In calitate de fibre dietetice, B-glucani se gisesc intr-o varietate larga de surse
naturale: drojdii, ciuperci, bacterii, alge, orz si ovaz [280]. Acestea poseda mai multe proprietati
benefice gratie caror si-au gasit aplicatie in diverse domenii. Pe 1anga perspectiva utilizarii lor In
medicind, B-glucanii prezinta interes major pentru industria alimentara, cosmeticd, farmaceutica,
chimicd, veterinarie si producerea furajelor [117, 281]. Obtinuti din diferite surse naturale,
poseda activitate biologica inalta, ceea ce ii face indispensabili pentru obtinerea diferitor produse
medicamentoase, alimentare si de uz veterinar.

Efectul antiviral si antibacterian [37, 55, 64], proprietatile imunomodulatoare [70, 71, 235],
imunostimulatoare [80, 133, 252], si anticancerigene [51, 83, 84, 137] a B-glucanilor permit
utilizarea lor la elaborarea medicamentelor anticancerigene si evidentiaza semnificatia
biomedicala deosebita a acestora. Recent s-au confirmat proprietatile hipocholesterolemice [149,
263], antimutagene [169], antiinflamatorii [105, 135] si antioxidante [165, 183] ale B-glucanilor,
largind $i mai mult spectrul de utilizare a acestor compusi Tn medicind si farmaceutica.

Utilizarea B-glucanilor si altor polizaharide biologic active de origine naturala deschid noi
perspective privind tratamentul si prevenirea bolilor alergice. Mecanismele de actiune a acestor
substante se bazeaza pe activarea raspunsului limfocitelor Ty1, suprimarea paraleld a reactiilor
alergice imune ale organismelor vii si restabilirea echilibrului limfocitar Tyl/Ty2/TH17.
Imunomodularea prezintd pe viitor o abordare eficientd in prevenirea si tratamentul astmului
bronsic si altor boli alergice [136, 240].

Rezultate promitatoare au fost obtinute privind posibilitatea reglarii nivelului de zahér in
singe cu ajutorul B-glucanilor. Astfel, efect benefic asupra indicelui glicemic a avut ingestia de
B-glucani, din S. cerevisiae si alte surse naturale, de catre animale [95, 96, 161] si om [126].

1,3-B-glucan liniar din Saccharomyces cerevisiae stimuleaza proliferarea fibroblastilor,
cresterea numarului de plasmocite, contribuind la cicatrizarea ranilor si vindecarea mai rapida a
ulcerului venos la om. Rezultatele sugereaza ca B-glucanii sunt stimulatori ai procesului de
vindecare naturala a ranilor. Insi pentru a elucida mecanismele de actiune si a evalua beneficiile

terapeutice a acestor polizaharide sunt necesare studii detaliate suplimentare [220].
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Tulpinile de levuri S. cerevisiae din diferite subspecii si variante pot fi incluse in grupul
microorganismelor prebiotice din care face parte Saccharomyces cerevisiae var. boulardii.
Rezultatele unor studii recente a Jawhara et al. [135] confirma acest fapt, iar activitatea biologica
inaltd a acestor tulpini, se datoreaza prezentei B-glucanilor in peretele celular [140, 154]. Aceste
tulpini prezinta o activitate biologica semnificativa, care consta in prevenirea adeziunii tulpinilor
de microorganisme patogene la epiteliul intestinal, inhibarea activitatii toxinelor bacteriilor
patogene, prevenirea diareelor dupa tratament cu antibiotice, imunostimulare si activitate anti-
inflamatorie.

Micotoxinele, produse de multe specii de Aspergillus (predominant Aspergillus flavus si
Aspergillus parasiticus), reprezintd un pericol eminent pentru organismele vii, fiind unul din cei
mai persistenti contaminanti ai hranei. Aceste toxine au efecte adverse semnificative asupra
sanatdtii animalelor si a omului. Astfel de toxine cresc susceptibilitatea la infectii, compromit
sistemul imunitar. Expunerea permanenta la micotoxine cauzeazd necroza hepatica acuta, care
poate duce la ciroza sau carcinoma ficatului. Insuficienta hepaticad acutd se manifesta prin
hemoragie, edem, modificari ale digestiei, absorbtiei si metabolismului nutrientilor. Studiile
recente sugereaza posibilitatea uitilizarii B-glucanilor in calitate de detoxificanti pentru reducerea
si evitarea efectelor negative cauzate de agentii toxici din mediu [72, 163, 202, 259].

In prezent tot mai des se discutd despre utilizarea biomasei de levuri S. cerevisiae si a
derivatelor acesteia de natura polizaharidica la remedierea siturilor poluate cu metale grele: Cd,
Cu, Hg, Pb, Cr, Cs, Ni, U, Sr, Zn, etc. Mecanismul de biosorbtie este bazat pe interactiunea
ionilor metalici cu peretele celular al levurilor [166, 218, 226, 231].

Actualmente, gratie proprietatilor antioxidante, de vindecare a plagilor, protectie de
radiatiile ultraviolete si reducere a ridurilor, efectului de hidratare a tenului i maririi
permiabilitatii pielii, este discutata pe larg posibilitatea utilizarii B-glucanilor din diferite surse
naturale in cosmetologie [53, 104]

Investigatiile de ultima ora reliefeaza perspectiva utilizarii glucanilor in zootehnie si
acvaculturd, domenii ale economiei ce prezinta interes deosebit pentru Republica Moldova.
Dezvoltarea intensivd a acvaculturii si zootehniei este indispensabil insotitd de cresterea
numadrului de boli cauzate de diverse microorganisme. Pentru a preveni si controla aceste boli se
utilizeaza diferite medicamente, produse chimice sintetice si vaccinuri. O abordare alternativa
este aplicarea unor compusi naturali pentru stimularea sistemului imunitar al pestilor si
animalelor. Acesti compusi sunt cunoscuti ca imunostimulatori, rolul benefic al céaror in
managementul bolilor deja e stabilit. Astfel, e demonstrat ca atat biomasa S. cerevisiae cat si

derivatele acesteia, in special P-glucanii, suplimentate la nutrientii specifici imbunatatesc
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calitatea furajelor, stimuleaza raspunsul imun, cresterea si dezvoltarea organismelor, majoreaza
supravietuirea animalelor noundscute si a puietului de peste [25, 34, 71, 148, 174, 177, 200, 262].

Potentialul inalt de utilizare a B-glucanilor si altor derivate a biomasei de levuri ca
hidrocoloizi in industria alimentard se bazeazad in principal pe proprietatile lor reologice, adica
capacitatea lor de gelifiere si capacitatea de a mari viscozitatea solutiilor apoase. Astfel, -
glucani din diferite surse naturale sunt utilizati ca agenti de ingrosare pentru a modifica textura,
aspectul si parametrii organoleptici ai produselor alimentare [49, 69, 119]. in plus, ei pot fi
utilizati ca stabilizatori in fabricarea produselor dietice cu continut scazut de grasimi, cum ar fi
sosurile pentru salate, biscuiti, inghetata, iaurturi si branza [153, 212, 251, 275, 281]. B-glucanii
si manoproteinele de levuri au fost de asemenea examinati in calitate de substituenti ai grasimilor
in maioneza si in alte produse alimentare [260, 265].

Astfel, activitatea biologica inalta si diversitatea domeniilor de utilizare a B-glucanilor
fungici, in special a celor din levuri, evidentiazd oportunitatea studierii acestor compusi, care
poseda potential inalt in promovarea sanatatii umane si elaborarea preparatelor biologic active cu

utilizari polivalente.

1.2. Structura, compozitia chimica si mecanismul de biosinteza a $-glucanilor

Peretele celular este vital pentru cresterea, supravietuirea i morfogeneza fungilor. El este o
barierd de protectie Tmpotriva unei game largi de conditii nefavorabile ale mediului, cum ar fi
temperaturile joase i 1nalte, deshidratarea si stresul osmotic, precum si impotriva altor
microorganisme. Proteinele receptori ai peretelui celular permit fungilor sa evalueze si sa
raspunda la schimbarile mediului inconjurator. Polizaharidele mediazd proprietétile adezive ale
celulei fungice si permite colonizarea mediilor noi. Peretele celular este, deasemenea, esential
pentru participarea unei game largi de fungi la formarea biofilmului - nisa ecologicd importanta
pentru multe microorganisme. Pentru fungii patogeni, peretele celular determina virulenta si
patogenitatea lor, le ajutd la invazia tesutului gazda si le ofera protectie fatd de mecanismele de
aparare ale gazdei.

Sursele naturale majore de B-glucani sunt bacteriile, drojdiile, algele, ciupercile si plantele
[256]. Levurile sunt microorganisme bine cunoscute care se utilizeaza in biotehnologie din cele
mai vechi timpuri, §i prezintd o sursa sigura si importanta de B-glucani [264].

Peretii celulari ai fungilor sunt compusi din glucani, chitind si chitosan, manoproteine
si/sau galactomanani si glicoproteine. Componentele de baza a peretelui celular al S. cerevisiae
sunt manoproteinele, 1,3-; 1,6-p-glucanii si chitina (Figural.l). O varietate larga de glucani: 1,3-

B; 1,4-B; 1,6-B; 1,3-6; 1,4-4) si diferite combinatii a acestora s-au identificat n peretii celulelor
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fungice. Acesti polimeri sunt sintetizati pe membrand plasmatica cu ajutorul glucan sintazelor si

apoi exudati in spatiul peretelui celular [234].

Plasma membrane

GPI- anchored
protein

Chitin — +
B (1,3) glucan / =

Fig. 1.1. Structura peretelui celular la S. cerevisiae [225].

Dintre cele 3 componente majore ale levurilor (lipide, proteine si carbohidrati), anume
carbohidratii si-au gasit cea mai larga aplicare in practicd, in special B-glucanii.

Structura chimica nativa a 3-glucanilor depinde de sursa din care sunt izolati. Fiecare tip de
B-glucan, derivat din diferite surse, are o structura unica in care unitatile de glucoza sunt legate
intre ele in mod diferit [115, 239].

Polizaharidul B-D-glucan din levura este un biopolimer al D-glucozei. Acesta constituie un
element structural major al peretelui celular de levuri. Celilalt element structural principal al
peretelui celular sunt manoproteinele, costituite din polimeri ai manozei si fractiuni de proteine
[152]. In peretele celular al levurii, se regisesc doui tipuri principale de B-D-glucani: 1,3-B-D-
glucan liniar, componenta principald (85%), reprezentand mai mult de 50-55% din peretele
celular si 1,6-p-D-glucan ramificat - (15%) (Figura 1.2) [155, 175]. In general, peretele celular

reprezintd pana la 30% din masa uscata a celulelor levuriene [48].

QH aQH H
HO 0 HO 0 HO 0
-0 o o O--.
OH OH OH

S\ZVL/&\
S\QAIS\‘:\A/S\‘:\A/

Fig. 1.2. Structura 1,3-B-D-glucanului liniar (A) si 1,6-B-D-glucanului ramificat (B) al levurilor
X S. cerevisiae [115].
In literatura de specialitate in mod frecvent sunt descrise trei clase de $-glucani a levurilor,

bazate pe proprietatile lor de solubilitate: 1,3-B-glucan alcalin-insolubil-acid acetic insolubil,
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care este responsabil de proprietatile mecanice si structurale ale peretelui celular de levuri; 1,3-p-
glucan solubil in alcalii ce confera flexibilitate peretelui celular; 1,6-pB-glucan solubil in alcalii,
care sta la baza structurii macromoleculare a peretelui celular de levuri, asigurand
interconectarea dintre catenele liniare de 1,3-B-glucan, chitind si manoproteine [266]. Aceasta
structurd complexa asigura rigiditatea si insolubilitatea peretelui celular de levuri. [270] Incd un
polimer, 1,4-a-D-glucan, similar glicogenului, reprezentand 3-7% din peretele celular, poate fi
asociat la B-glucani prin legaturi covalente, formand complecsi a, B-glucanici [151].

In peretele celular al levurilor S. cerevisiae 1,3-B-glucanul se organizeaza intr-0 structura

complexd, compusa din lanturi helix simple sau asociate in triplu helix, stabilizata prin legaturi

de hidrogen (Figura 1.3) [153].

Fig. 1.3. Structura Triplu-Helix a 1,3-pB-D-glucanilor din peretele celular al S. cerevisiae conform
[276].

Moleculele de glucan asociate prin legdaturi de hidrogen laterale formeaza subunitati
microfibrilare similare cu cele de celuloza sau de xilan. La randul lor, microfibrilele de glucan se
asociaza, organizdnd in interiorul matrixului parietal o retea cu o arhitecturd si topografie
complicata. Experientele cu protoplastii de levuri au aratat ca acestia regenereaza pe suprafata
lor o structura reticularad glucanica, dar care pare s difere de glucanii insolubili ai peretelui nativ,
ce raman dupa extractia manoproteinelor [150]. Astfel, 1,3-B-glucanul este foarte potrivit pentru
a servi ca bloc major de constructie a peretelui celular.

Sinteza peretelui celular la levuri are loc pe membrana plasmatica si este dependenta de
proteinchinazele secretorii si controlata de un sistem enzimatic echilibrat, care contine hidrolaze,
glicozidaze, glicoziltransferaze si transglicozilaze. Acest sistem numit GH72, ce contine 72 de
enzime, este prezent in organismele fungice si poseda functia importanta de sinteza a unitatilor
de structura si alungire a lanturilor de 1-3-; 1-6-B-glucan. Cu toate acestea, mecanismele
moleculare care controleaza echilibrul intre hidroliza si transglicozilare in aceste sisteme nu sunt

pe deplin elucidate [124, 132, 224].
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1,3-B-glucanul este sintetizat de 1,3-pB-glucan sintaza, o enzima asociatd cu membrana
plasmatica situata in multiple domenii transmembranare. Enzima utilizeaza UDP-glucoza
citoplasmatica ca substrat si adaugd monomeri de glucoza la capatul polimerului glucanic liniar.
S. cerevisiae poseda trei gene raspunzatoare de producerea 1,3-B-glucan sintetazei, dar principala
este FKS1, care functioneaza ca sintetaza de bazad a 1,3-B-glucanilor in timpul cresterii si
dezvoltarii levurii [143].

FKS1 se gédseste in asociere cu proteind G RHO1, care functioneazd ca subunitate de
reglementare pentru FKS1. Functia RHOL1 in sistemul de transductie a semnalelor este controlul
cailor de semnalizare a MAP (mitogen-activated protein) chinazei, care regleaza cresterea
celulelor si integritatea peretelui celular. Asocierea FKS1 cu G RHOI1 este necesara pentru a
activa sau inhiba sinteza 1,3-B-glucanului in conditii normale sau de stres [143, 155, 242].
Mobilitatea FKS1 1,3-B-glucan sintetazei, necesard pentru sinteza si asamblarea uniforma a
peretelui celular, este asiguratd de o proteind structurala numitd actind. Aceasta se afla in AP
(actinoplasti) in anumite locatii a membranei plasmatice fiind de tip FLI (finger-like
invagination), in care are loc sinteza si asamblarea lanturilor de 1,3-B-glucan in triplu-helix
(nanofibrile elementare) si Tn microfibrile [144, 191]. Datoritd importantei sale in biogeneza
peretelui celular, 1,3-B-glucan sintetaza este o tinta primordiald pentru actiunea agentilor
antifungici [85].

B-glucanii reprezintd aproximativ 30-60% din masa uscatd a peretelui celular al S.
cerevisiae, manoproteinele si chitina constituie 20-50% si respectiv 1-2%. Moleculele de 1,3-8-
glucan sunt formate din aproximativ 1500 monomeri de glucoza, iar ponderea acestui polimer in
continutul total de glucan atinge 65-90%. 1,6-B-glucanul este un polimer cu greutate moleculara
mica, constituit in medie din 130-150 fragmente de glucoza [152, 155].

1,6-B-glucanul este o componentd specifica esentiala a peretelui celular al S. cerevisiae
care interconecteaza toate celelalte componente structurale intr-un grilaj. Eforturi considerabile
au fost indreptate la identificarea si caracterizarea etapelor biosintezei sale din punct de vedere
genetic si biochimic. Studiile arata cd acest polimer joacad un rol central in structura peretelui, si
leaga lanturile de glucan 1,3-B- cu chitina de manoproteine. Cercetarile genetice au identificat
genele ce codifica pentru enzimele responsabile de sinteza 1,6-B-glucanului, defectarea carora
duce la diverse modificari in structura 1,6-p-glucanului, de multe ori cu consecinte letale.

Acestea includ genele responsabile de sinteze proteinelor specifice cu acelasi nume KRE5,
BIG1 si ROT1, care au fost localizate in reticolul endoplasmatic si controleaza impachetarea si
transportul moleculelor in aparatul Golgi. Proteinele KRE6 si SKN1 sunt de asemenea necesare

pentru sinteza normald a 1,6-B-glucanului. Secventa si structura lor sugereaza ca aceste proteine

23



sunt glicozilhidrolaze sau transglicozidaze si au menirea de a forma reteaua de 1,6-B-glucanul in
peretele celular. Studiile asupra proteinelor KRE6 si SKNI1 indica ca acestea sunt localizate in
aparatul Golgi. KREI este o proteina glicosilphosphatidilinositol GPI ancorata care deasemenea
este necesara pentru sinteza normald a peretelui celular si are functia de a alungi lantul de 1,6-p-
glucan. KRE9 si KNH1 sunt o pereche dubla de proteine a peretelui care nu sunt legate de GPI si
au functia de a directiona corect incorporarea 1,6-f-glucanului in peretele celular, depistarea 1,6-
B-glucan sintazei in membrana plasmatica si legarea polimerilor componenti ai peretelui intre ei
[155, 242]. Pierderca ambelor, KRE9 si KNH1, este letald. Sinteza 1,6-pB-glucanului este
localizata pe membrana plasmatica, iar 1,6-B-glucan sintetaza functioneaza similar si 1,3-p-
glucan sintetaza [234].

Produsele activitatii acestor gene au fost localizate 1n intreaga cale secretorie si la suprafata
celulelor. Cu toate acestea, activitatea majoritatii genelor identificate ramane necunoscuta, ceea
ce face neclar in ce masura si mod acestea contribuie la modificarea compozitiei B-glucanilor.
Date curente structurale si genetice au permis dezvoltarea unor modele pentru a prezice
procesele biosintetice. Pe baza cunostintelor despre sinteza glucanilor si a chitinei, este probabil
ca cea mai mare parte a lor se sintetizeazd la suprafata celulelor, dar necesitd in prealabil
evenimente cheie intracelulare [164].

Continutul de polizaharide si manoproteine, gradul lor de polimerizare §i structura chimica
sunt caracteristici individuale ale fiecarei tulpini, in functie de conditiile de crestere si timpul de
cultivare [96]. Structura macromoleculara a polimerilor izolati din peretii celulari a diferitor
specii de levuri se caracterizeaza prin grad diferit de polimerizare si ramificare. Astfel de
parametri ca greutatea moleculard, gradul de ramificare si structura primarda, determind
proprietatile fizice si chimice (de exemplu, solubilitatea) a -glucanilor si manoproteinelor de
care depinde activitatea lor biologica [57, 207]. Greutatea moleculara a polizaharidelor este
corelatd cu activitatea lor antitumorald. Polizaharidele, in special de tip glucan - 1,3-B- si 1,6-p-
cu greutate moleculard mare, poseda activitate biologica 1nalta, comparariv cu cele cu greutate
moleculard mica.

Insolubilitatea in apa a B-glucanilor din levuri limiteaza in mod substantial aplicarea lor in
practica. Pentru a facilita utilizarea practicd, a majora si diversifica activitatea biologicd a f3-
glucanilor au fost elaborate diverse metode pentru obtinerea derivatilor B-glucanilor naturali.
Aceste metode includ prepararea de derivati esterificati, sulfatati, fosforilati si carboximetilati ai

B-glucanilor levurieni [112, 277].
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Asadar, utilizarea practica a elementelor structurale ale peretilor celulari ai levurilor
depinde de specia si chiar de tulpina de fungi, precum si de metodele de cultivare a lor, metoda
de izolare si preparare a polizaharidelor [77].

Astfel, putem concluziona ca structura p-glucanilor levurieni este foarte diversa si tine de
varietatea taxonomica a microorganismelor din care sunt obtinuti, iar activitatea lor biologicd in
mare masurd depinde atdt de structura primard si tertiard, greutatea moleculara, gradul de

ramificare cat si de metoda de izolare si preparare.

1.3. Modelarea biosintezei B-glucanilor prin varierea factorilor de cultivare

Functionalitatea polizaharidelor si randamentul de producere a acestora sunt extrem de
dependente de varietatea taxonomica a producatorului, compozitia mediului nutritiv, conditiile
de cultivare, cum ar fi temperatura, pH-ul, aeratia si durata acesteia [56, 74, 147].

Din punct de vedere biotehnologic, eficienta procesului poate fi maritd prin stimularea
biosintezei acestor polizaharide si/sau obtinerea unei productivitdti mai mari a biomasei de
levuri. Acest lucru poate fi realizat printr-o selectie adecvata a compozitiei mediului de cultura si
a conditiilor de cultivare. Optimizarea acestor parametri in procesele de biosintezd a
metabolitului dorit este unul dintre cele mai importante aspecte ale biotehnologiei industriale.
Costurile intregului proces biotehnologic sunt determinate in primul rand de costul mediului
nutritiv [190].

Un parametru important ce caracterizeazda mediul de culturda este raportul
carbon:azot:fosfor (C:N:P) si carbon:azot (C:N). Disponibilitatea si proportia corecta dintre
elementele mentionate mai sus sunt importante din punct de vedere al cultivarii si utilizarii
biomasei microbiene, optimizdrii conditiillor pentru biosinteza anumitor produse ale
metabolismului microbian. In producerea biomasei levuriene, raportul cel mai favorabil de
carbon, azot si fosfor (C:N:P) este de aproximativ 6,25:1:0,125 [210].

La S. cerevisiae, modificari ale compozitiei carbohidratilor peretelui celular apar atunci
cand celulele cresc in diferite conditii. In general, schimbrile in starea fiziologica a celulei si
reactia sa la conditiile externe ar putea fi atribuite structurii dinamice a peretelui celular, in timp
ce, arhitectura si mecanismele celulare responsabile pentru sinteza acestuia pot fi controlate prin
compozitia mediului de cultura [67]. Astfel, Aguilar-Uscanga si Frangois au confirmat ca
continutul de B-glucani si manoproteine in peretele celular al levurilor este strans legat de
conditiile de crestere si biosinteza a polizaharidelor levuriene, fiind influentat mult de tipul sursei
de carbon si azot, pH-ul mediului, temperatura de cultivare, gradul de oxigenare a mediului,

precum si faza de dezvoltare celulara [48].
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Crestere semnificativd (10-20%) a continutului de polizaharide, exprimat in greutate
uscata, in peretele celular al levurilor de bere S. cerevisiae R9 a fost observata la cultivare in
mediu cu glicerol in concentratie de 2-5% si pH 4,0. Continut maxim de carbohidrati (58%) la
tulpina probiotica S. cerevisiae var. boulardii a fost depistat la cultivare in mediu cu 3% de
glicerol si pH 5,0. Peretele celular al levurii probiotice era caracterizat printr-un continut ridicat
de manoproteine, comparativ cu peretele celular al levuriilor de bere S. cerevisiae R9, compus in
special din B-glucani. Dupa cultivare in mediu nutritiv cu 2 si 3% de glicerol, celula de levuri de
bere continea cea mai mare cantitate (36% S.U.) de 1,3-/1,6-B-glucani. Glicerolul in concentratie
de 3 si 5% intensifica biosinteza manoproteinelor in peretele celular al S. cerevisiae R9,
cantitatea lor ajungand la 29% S.U., comparabild cu cea din levurile cu proprietati prebiotice,
cultivate intr-un mediu cu pH-ul 5,0 cu 3% de glicerol [77].

Modificari in structura peretelui celular la tulpina de levuri furajere Candida utilis ATCC
9950 au fost observate in functie de mediul de culturd. Mediul nutritiv in baza de suc de cartofi
deproteinizat cu pH-ul 5,0 suplimentat cu 5 si 10% glicerol a intensificat semnificativ biosinteza
1,3/1,6-B-glucanilor in peretele celular al levurii studiate. Celule pe acest mediu erau
caracterizate prin pereti celulari mai grosi, cu continut de B-glucani de aproximativ 44-45% la
S.U., fiind semnificativ mai mare in comparatie cu cel determinat dupa cultivare in mediul YPD
(aproximativ 31%) [75].

Mediile de culturd diferentiale trebuie sa contina substante care pot facilita dezvoltarea
levurilor fara a afecta viabilitatea lor. Cercetérile stiintifice au aratat ca mediile nutritive pentru
cultivarea S. cerevisiae includ sursa de carbon si azot, agenti de crestere, sdruri minerale si
microelemente.

Astfel, Naruemon M. si colaboratorii au studiat efectul aditivilor SDS (Sodium Dodecyl
Sulfate), EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid), NaCl si a diferitor combinatii dintre acestea
asupra productiei de B-glucani la S. cerevisiae Angel®. Rezultatele au aratat ca toate mediile
completate cu aditivii studiati majoreaza productia de B-glucani cu o eficienta de 7-40% fata de
martor. Levura cultivata in mediul YPD suplimentat cu 100 mg/L SDS a produs cea mai mare
cantitate de B-glucan: cu 40% mai mult fati de martor. In acelasi timp, continutul de proteine a
scazut semnificativ, probabil din cauza proprietatii SDS de a extrage proteinele din peretele
celular. In alte variante deasemenea s-a determinat o0 majorare a continutului de B-glucani, insa
diferenta fatd de martor nu era atat de semnificativa 15-27% [184]. Bazandu-se pe studiile altor
cercetatori [271] el sustin ca stimularea biosintezei 3-glucanilor este un raspuns al celulelor la
stres, care, in conditii nefavorabile, in acest caz cauzate de SDS, prin diferite cdi de semnalizare

isi activeaza mecanismele enzimatice pentru a proteja celula de deteriorare. Sub actiunea SDS
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are loc activarea (FKS1) B-glucan sintetazei si redistribuirea ei pe suprafatd membranei
plasmatice pentru a repara deteriorarile aparute in peretele celular [155].

Descoperirea multiplelor cai de semnalizare, implicate in reglarea organizarii peretelui
celular de levuri ca raspuns la diferite semnale de mediu, a condus la recunoasterea biogenezei
peretelui celular ca un proces dinamic, complex si la o noud Intelegere a naturii interdependente
a proceselor de remodelare a peretelui celular [156, 201].

Sursele de carbon utilizate pentru fermentarea levurilor includ glucoza, zaharoza, lactoza,
fructoza, maltoza, si amidonul, din care glucoza este sursa optima a S. cerevisiae si este utilizata
pentru a spori randamentul levurilor [86].

Glucoza este un compus indispensabil si strict necesar pentru buna sinteza a peretelui
celular si functia sinergica a glucozidazelor si tuturor enzimelor implicate in acest proces. Ea este
responsabila de activarea enzimelor membranei plasmatice, cu rol multiplu in organism: mediaza
fluxul de ioni si protoni in membrana celulard, regland pH-ul si protejeaza celula de cationii
toxici [63, 79].

Calea pentru catabolismul glucozei in S. cerevisiae este glicoliza, caracteristica si pentru
alti carbohidrati. Fructoza si glucoza sunt usor fosforilate si intrd in glicolizd in mod direct, in
timp ce galactoza si manoza sunt mai intdi convertite in glucoza-6-fosfat si fructoza-6-fosfat,
respectiv, inainte de a intra in glicoliza. Di-, tri- si oligozaharidele trebuie sa fie hidrolizate in
monozaharide, care pot intra in calea glicolitica. Zaharoza, prin urmare, este hidrolizatd in
glucoza si fructoza de catre invertaza, maltoza in glucoza de catre maltaze (a-D-glucozidaza) si
melibioza in galactoza de catre melibiaze (a-D-galactozidaze). Poli- si trizaharidele constand din
unul sau mai multe tipuri de monomeri sunt hidrolizate in monozaharide printr-o combinatie de
enzime. Rafinoza, de exemplu, este redusd in monozaharidele galactoza, glucoza si fructoza prin
eforturile combinate ale melibiazei si invertazei. Amidonul necesita glucoamilaze pentru a fi
hidrolizat pana la glucoza [65].

Ca si in cazul surselor de carbon, S. cerevisiae a dezvoltat mecanisme care permit
utilizarea rapida si optima a mai multor surse de azot si reprimarea utilizarii surselor de azot mai
putin favorabile. Acest fenomen si mecanismul sdu de baza au fost denumite ,,regulamentul de
azot”. Surse de azot, precum amoniacul, glutamatul si glutamina sunt descrise ca surse de azot
preferentiale, care asigurd o ratd de crestere mult mai ridicata decat sursele considerate sarace,
cum ar fi prolina, arginina sau ureea [113]. Sursele de azot organic pentru fermentarea S.
cerevisiae sunt peptona, cazeina si extractul de levuri, in acelasi timp levurile sunt capabile sa
utilizeze si surse de azot anorganic asa ca sulfatul de amoniu, azotatul de potasiu. In acelasi timp

Zeng si colaboratorii au descoperit ca microorganismele ar putea fi afectate Tn mod semnificativ
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de utilizarea concomitenta a doua surse de azot diferite, ca de exemplu peptona si extractul de
levuri [278]. Pentru a utiliza orice compus care contine azot, celulele levuriene trebuie sa-I
transforme in glutamina sau glutamat. Compusii azotati se sintetizeaza in celulele de levuri,
folosind produsele asimilrii sursei de carbon si glutamatul sau glutamina ca donor de azot [243].

Astfel, levurile S. cerevisiae sunt capabile sa utilizeze o gama larga de surse de carbon si
azot, dar nu toate dintre acestea sunt utilizate cu o eficienta egala.

Factorii fizici ai mediului de culturda au, de asemenea, o influentd semnificativa asupra
cresterii s1 metabolismului microorganismelor. Temperatura de cultivare, pH-ul, aeratia mediului
si durata procesului de cultivare determina activitatea fiziologica a culturilor si actioneaza asupra
proprietatilor si compozitiei biochimice a microorganismelor.

Cercetarile privind influenta temperaturii, pH-ului si aeratiei mediului de cultivare asupra
sintezei polizaharidelor de catre Ganoderma lucidum au aratat, ca temperatura de +25-30°C este
optimald pentru aceste procese. Cultura poseda capacitate de a creste intr-un spectru larg de
valori ale pH-ului de la 3,0 pana la 7,5 si mai sus. Productivitatea maximala dupa biomasa s-a
determinat la un pH initial de 6,0-7,0 si o aeratie a mediului de 0,155-0,325 g O,/1 ora. Scaderea
pH-lui de la 6,0 la 4,0 si a aeratiei pand la 0,155 g O/l ord a dus la intensificarea sintezei
polizaharidelor. Optimizarea conditiilor de cultivare nu a avut nici un efect asupra compozitiei
calitative a polizaharidelor, glucanii constituind partea principala a lor [28].

Prin varierea pH-ului de la 3,5 la 6,5 si temperaturii de cultivare de la +20 la 40°C, pe un
mediu nutritiv mineral in care glicerolul (50 gL ™) a servit ca unica sursa de carbon, Chagas B. si
colaboratorii au determinat intervalele optime de sinteza a polizaharidelor peretelui celular la
Komagataella (Pichia) pastoris DSM 70877. Varierea parametrilor in aceste limite nu a
influientat semnificativ productivitatea de biomasa, Insd a modificat esential raportul dintre
polizaharidele peretelui celular al tulpinii. Astfel, in intervalul de pH 4,5-5,8 si temperatura +26-
38°C raportul dintre continutul de chitina si glucani era de 14:86, in timp ce o reducere drastica a
chitinei pana la 6% a fost observata in afara acestor intervale [81].

In baza unor cercetdri vaste, cu utilizarea metodelor de planificare matematica a
experientelor, a fost optimizatd componenta mediului de culturd pentru producerea mananilor de
tulpina S. cerevisiae 2.0016-S. Astfel, stimulare esentiala a sintezei mananilor s-a obtinut la
utilizarea in calitate de surse de carbon si azot a zaharozei, peptonei de soia, glicerolului si
extractului de levuri in concentratie de 4,98; 4,39; 3,10 si 2,21 g la 100 ml de mediu respectiv.
Mediul de cultura optimizat a permis majorarea continutului de manani de la 82,7 pana la 162,5
mg la 100 ml de mediu nutritiv. Deasemenea a fost evaluatd si influenta pH-ului initial,

volumului de inocul, temperaturii de cultivare si volumului mediului nutritiv. Conditiile optimale
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s-au dovedit a fi urmatoarele: pH initial - 5; volumul inoculului - 5 ml; temperatura - 32°C; si
volumul mediului de cultura - 40 ml. Productia maxima de manani a fost de 258,5 mg per 100 ml
mediu nutritiv la respectarea parametrilor optimi [129].

Conform datelor din literatura de specialitate, este cunoscut procedeul de cultivare
submersa a tulpinilor de levuri pe medii care contin precursori ai biosintezei B-glucanilor
(monozaharide, extracte din sroturi, etc.) [100]. Un alt procedeu propus constd in cultivarea
tulpinii de levuri saharomicete ce include prepararea materialului semincer pe must de bere la
temperatura de 20°C si durata de cultivare de 72 ore, inocularea germenilor in mediul de
fermentatie steril YPD sau Rieder, cultivarea ulterioard in profunzime pe agitator (200 rot/min),
la temperatura de 20°C timp de 120 ore. Cultivarea tulpinii utilizind mediile de fermentatie si
conditiile indicate asigura acumularea a 15,38-19,66% [B-glucani in biomasa uscata a levurii [4].

Concentratia initiala a inocumului de 2,5X106, pH-ul - 5,7; temperatura de 30°C au fost
stabiliti drept factori importanti pentru producerea componentelor peretelui celular al tulpinii S.
cerevisiae T7. In conditii optime de cultivare, pe mediul YPD, dupa 24 de ore, protoplastii S.
cerevisiae T7 produc 0,91 mg/ml B-glucani, cu o activitate de necroza tumorala de aproximativ
1,3 ori mai mare decat cea a preparatului 1,3/1,6-B-glucan din celule de levuri de brutirie
disponibil comercial [127].

Socul termic duce la schimbari radicale in metabolismul celulei, provocand deteriorarea
membranelor, denaturarea si agregarea proteinelor celulare. Majorarea temperaturii induce
sinteza proteinelor si tregalozei, care protejeaza celula de aceste deteriorari. Datele din literatura
ne indica faptul, ca in timpul socului termic la levurile S. cerevisiae creste esential concentratia
formelor active a oxigenului ce contin anioni superoxidanti (O;’), peroxid de hidrogen (H,O;) si
radicali hidroxili (OH") toxici pentru celula. Sinteza acestor compusi toxici duce la distrugerea
membranelor, denaturarea proteinelor si ADN- ului si moartea celulelor [156].

Temperaturile optime de dezvoltare si biosinteza a substantelor biologic active variaza de
la 0 grupa taxonomica de microorganisme la alta. Astfel, temperatura optima de acumulare a
biomasei de catre Agaricus blazei este de +28°C, iar de biosinteza a polizaharidelor - de +30°C.
Insi polizaharidele sintetizate la aceasti temperaturi se caracterizeazi printr-0 activitate
biologicd scdzutd, In comparatie cu cele sintetizate la temperatura de +24°C. Acest fapt se
datoreaza continutului sporit de B-glucan in polizaharidele sintetizate la temperatura mai joasa
[87].

Procesele de acumulare a biomasei si polizaharidelor la cultivarea submersd a culturii
Bacillus subtilis practic coincid in timp si depind mult de temperatura de cultivare si de pH-ul

initial al mediului nutritiv [40].
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Deasemenea o mare importantd pentru sinteza substantelor biologic active si acumularea
biomasei are faza de dezvoltare a microorganismului. Experientele asupra ciupercii Aspergillus
niger au demonstrat, ca cantitatea si calitatea glucanilor si chitinei depinde de stadiul
ontogenezei si ca acumularea complexului chitino-glucanic este strans legatd de stoparea
proceselor de multiplicare. Prin urmare, procesul de majorare a cantitatii de chitind si glucani in
celuld este o reactie de raspuns a acesteia la actiunea factorilor nefavorabili ai mediului, adica a
factorilor de stres [43].

Celule de levuri S. cerevisiae prezinta o duratd de viata finitd, care este in general
dependenta de numarul de diviziuni suportate. Drept consecinta a imbatranirii, celulele de levuri
sufera modificari fiziologice, morfologice si de expresie a genelor. Aceste caracteristici
influenteaza absorbtia de zahdar, productia de metaboliti, proprietétile de floculare, care depind de
structura peretelui celular. Proprietatile de fermentare, potentialul de floculare si hidrofobic al
celulelor de levuri cresc odata cu varsta. Toti acesti parametri in final determina eficacitatea
industriala a tulpinilor de levuri [90].

Studiul analitic al literaturii de specialitate evidentiaza posibilitatea reglarii potentialului
biosintetic si productiv al microorganismelor prin utilizarea nanoparticulelor diferitor metale si al
oxizilor acestora.

Nanoparticulele, datorita dimensiunilor reduse (1-100 nm) si proprietatilor unice chimice si
fizice, pot induce modificari substantiale in diferite sisteme biologice. Astfel, conform datelor
unor autori utilizarea nanoparticulelor in biotehnologia cultivarii microorganismelor asigura
sporirea capacitdtii de absorbtie a nutrientilor necesari si implicit se pot produce modificéri in
procesele metabolice [59, 93, 209].

Aplicarea nanoparticulelor la cultivarea microorganismelor reprezinta un domeniu inovativ
in cercetarile de nanobiotehnologie [185, 206, 209, 272].

Functionalitatea nanoparticulelor (NPS) este expusa in diferite publicatii in care se
mentioneazd eficienta utilizdrii acestora in industria alimentard, medicinda, microbiologie, la
producerea vopselelor, pigmentilor, aplicarea in cosmetologie. Existd ipoteza ca mai multe
nanocompozite poseda activitati toxice, dar si stimulatorii asupra microorganismelor, care se
manifestd in dependentd de compozitia nanostructurilor si concentratia aplicata.

Proprietatile unice si utilitatea NPS permit de a le aplica in diferite domenii: biologie,
medicina, chimie, fizica etc. [18, 181, 238].

Dezvoltarea stiintei si tehnologiei in ultimul deceniu se caracterizeaza prin studii intensive
asupra proprietatilor obiectelor nanodimensionale si prin elaborarea diferitor tehnologii de

aplicare a acestora in practica. Analiza si generalizarea literaturii de specialitate [54, 171],
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sugereaza ca progresul 1n aceasta directie va contribui la rezolvarea multor probleme cu care se
confrunti omenirea. In acelasi timp, nu existi dubii ci aplicarea pe scarid largi a
nanotehnologiilor, care inseamna, de fapt trecerea la un nou nivel, mai nalt al progresului
stiintific §i1 tehnologic, are si reversul sdu, cu noi pericole, legate de cercetarea insuficienta a
proprietatilor, caracteristicilor si actiunilor necunoscute ale obiectelor nanometrice.

Unul dintre aceste pericole, recunoscut astazi de majoritatea cercetatorilor, este insuficienta
informatiei privind influenta nanomaterialelor asupra organismelor vii, inclusiv a omului. Astfel,
devine important sd se determine conditiile utilizarii unor nanotehnologii sigure pentru sistemele
vii, 1n special pentru om, problema care este frecvent discutatd in numeroase lucrari stiintifice
[180, 237]. Merita evidentiat faptul ca proprietatile unice ale nanoparticulelor, cum ar fi
aplicare a acestora in practica, pentru binele omului, dar in acelasi timp pot ascunde riscuri grave
pentru om. In asa mod, rezultd ci pentru a estima pericolele si a reduce riscurile posibile, sunt
necesare studii biologice sistematice ale efectelor nanoparticulelor si nanomaterialelor asupra
organismelor vii.

Desi este studiata influenta nanoparticulelor asupra diferitor obiecte biologice, cele mai des
utilizate sunt microorganismele [107]. Astfel, a fost studiata influenta diferitor nanoparticule
asupra cresterii, dezvoltarii si activitatii enzimatice a micromicetelor [230], bacteriilor [99, 219]
si levurilor [14, 194].

Despre efectele de stimulare a NPs se comunica in publicatiile autorului Kiran [142], care
mentioneazd cd utilizarea nanoparticulelor de fier in concentratie de 10 mg/l sporeste cu 80%
productia glicolipidelor biosurfactante la cultura marina Nocardiopsis sp. MSA13A.

Activitatea biologicd a nanoparticulelor depinde atat de caracteristicile principale ale
acestora: dimensiunea, forma, suprafata de contact, compozitia si structura stratului de
stabilizare, cat si de varietatea taxonomicd a microorganismului care serveste in calitate de
cultura de referinta [107]. Acest fapt ne sugereaza ca utilizarea nanoparticulelor in orice scop,
necesita studii detaliate si abordare specificd in fiecare caz concret, privind evidentierea
parametrilor optimi.

In prezent sunt descrise diferite tipuri de nanoparticule, cum ar fi nanoparticulele metalice,
nanoparticulele de oxizi metalici, nanoparticulele polimerice. Dintre toate acestea,
nanoparticulele oxizilor metalici sunt precautate drept cele mai versatile materiale, datorita
proprietatilor si functionalitatii lor diverse. Dintre nanoparticulele de oxizi metalici, cele mai
utilizate sunt nanoparticule oxidului de zinc (ZnO), datorita aplicatiilor lor diverse [258]. In

special, nanoparticulele oxidului de zinc sunt, frecvent, utilizate ca bioprodus antimicrobian. La
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fel, nanopartuculele ZnO cu dimensiunile medii de ~50 £ 10 nm, testate pe ciuperci patogene in
concentratie de 100 mg/L, au demonstrat efect antimicotic evident [109]. Oxidul de zinc (ZnO),
datorita proprietatilor sale antimicrobiene este incorporat intr-0 Vvarietate de produse
farmaceutice cu aplicatii dermatologice, in creme, lotiuni si unguente [173].

In prezent, ZnO este unul dintre cei cinci compusi de zinc, care figureaza ca un material
sigur (GRAS) in general recunoscut de catre US Food and Drug Administration
(21CFR182.8991 FDA, 2011) [199]

Compusi anorganici de nano-dimensiuni prezintd activitate antibacteriand inaltd in
concentratii mici, datorita raportului mare suprafata:volum si proprietatilor unicale chimice si
fizice [208]. Ei sunt, de asemenea, mult mai stabili in conditii extreme, cum ar fi temperatura si
presiunea Tnaltd [222], iar unii sunt considerati non-toxici si chiar contin elemente minerale
esentiale pentru organismul uman [214].

Studiile recente ofera o noud perspectiva cu privire la potentialul utilizarii nanoparticulelor
ZnO ca un supliment pentru a spori productia industriala de B-glucosidaza - enzima importanta
in S. cerevisiae, cultivat atat in conditii normale, cat si in conditiile stresului alcoolic, precum si
producerea levurii de panificatie in cantitati mai mari [59].

Mudasir A. si colegii argumenteaza o posibild utilizare in medicina a nanoparticulelor de
Ag sintetizate biologic, elucidand activitatea antimicrobiana inaltd asupra Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Salmonella typhi si Candida albicans [182].

Se considera ca nanoparticulele de Fe, Zn, Mg, in calitate deelemente esentiale cu
proprietati noi, pot modifica caile matabolice la organismele vii [125]. Nanomateriale pe baza de
nanoparticule ale oxizilor metalici (CuO si F304) se propun a fi utilizate in medicina ca remedii
cu efect citotoxic [9, 246].

Un numar mare de experiente sunt destinate studiului influentei nanoparticulelor dioxidului
de titan cu scopul obtinerii unor medicamente eficiente si inofensive pentru om si mediu. Se stie
ca dioxidul de titan posedd activitate antibacteriana si antivirala. A fost testatd influenta
nanoparticulelor TiO, cu dimensiunea 4-5 nm asupra virusului gripei H3N2. Experientile au
demonstrat, ca deja peste 15 minute nanoparticulele TiO, adera la suprafata virusului si provoaca
leziunile ei. Efectul dioxidului de titan depinde de timpul incubarii, concentratia virusului si
concentratia de nanoparticule. Moartea virusului este cauzata de deteriorarea membranei sale.
[38]. Posibile mecanisme de influenta a nanoparticulelor TiO; la nivel celular au fost cercetate de
catre mai multi specialisti in domeniu [110, 178], care au elucidat unele procese ce au loc in

cazul aplicarii NPs.
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Astfel, cautarea noilor cai pentru dezvoltarea biotehnologiilor microbiene inovative este de
o importantd majora. La moment, posibilitatea stimularii proceselor metabolice la levuri prin
aplicarea nanoparticulelor este insuficient studiata. Cercetarile efectuate asupra mai multor specii
de levuri s-au soldat cu rezultate contradictorii. Luand in consideratie inofensivitatea produselor
levuriene pentru organismul uman si perspectiva utilizarii nanomaterialelor in diverse domentii,
prezinta interes studiul influentei oxizilor metalici nanostructurati asupra potentialului biosintetic
al levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20, in vederea elaborarii unor procedee eficiente de obtinere a
biomasei cu continut biochimic pronosticat.

Cercetdrile destinate evidentierii unor noi cai de sporire a productivitatii
microorganismelor si obtinere a biomasei cu un continut inalt, prognozat de substante biologic
active raman a fi actuale si capdtd o raspandire tot mai largd. Cercetatorii preocupati de
investigarea proceselor de sintezd a substantelor biologic active de catre microorganisme si
spori eficienta proceselor biotehnologice mentionate. In calitate de stimulatori se propun diferiti
compusi chimici, inclusiv coordinativi [23, 42, 215, 255].

Pe linga utilizarea factorilor chimici, o modalitate relevantd si actuala de a stimula
cresterea i dezvoltarea microorganismelor este utilizarea factorilor fizici, care influenteaza
a radiatiei undelor milimetrice ca mijloc de stimulare a proceselor biologice. Acest tip de radiatie
poate avea un efect semnificativ asupra diferitor obiecte biologice, inclusiv microorganisme, care
in acest aspect sunt putin studiate. Utilizarea undelor milimetrice cu frecventa extra inalta in
aceste scopuri prezintd o directie neexploratd, care poate oferi beneficii evidente industriei de
producere a substantelor biologic active microbiene, in primul rand prin intensificarea proceselor
tehnologice.

Undele milimetrice cu frecventa extra inalta sunt alineate la tipul de iradiere neionizante si
se refera la oscilatiile electromagnetice de frecventd [=30-300 GHz care ocupd diapazonul
lungimii de unda A=1-10 mm [245].

Undele milimetrice de intensitate joasa si frecventd extra inaltd sunt un factor de mediu
foarte raspandit. Ele sunt utilizate in sistemele de telecomunicatii, practicile terapeutice si
protectia produselor alimentare. In industria medicamentelor si alimentelor sunt utilizate, in
special, pentru efectele lor bactericide [249, 268].

UMM isi gasesc o aplicare largd in diverse domenii, in special medicina si biotehnologie.
Un numadr impresionant de cercetari stiintifice fundamentale, experimentale si aplicative privind

actiunea campului electromagnetic milimetric asupra microorganismelor si animalelor de
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laborator, efectului in tratamentul bolilor cu diferite etiologii, aplicararii in diverse biotehnologii,
s-au desfasurat cu succes si sunt in derulare in Federatia Rusa, Ucraina, Italia, Cehia, Australia,
Spania, Croatia, Finlanda, etc. [31, 91, 97, 172, 203]. Aceste studii demonstreaza manifestarea
efectelor UMM asupra dezvoltarii si proliferarii celulelor, activitatii enzimelor, functionarii
membranelor celulare si altor sisteme biologice [250].

Multitudinea datelor experimentale, cu privire la eficacitatea undelor milimetrice, au pus
baza utilizarii lor in medicina [29].

in practica terapeutica, se utilizeaza de regula trei frecvente: f = 42,25; 53,57; 61,2 GHz
(A= 7,1 mm; 56 mm; 4,9 mm). Dacd primele doud lungimi de unda au fost determinate
experimental, in experientele cu microorganisme si animale, apoi a treia A= 4,9 mm corespunde
liniei de absorbtie a oxigenului molecular al aerului [32].

Undele milimetrice se utilizeazd cu succes la tratarea unui spectru larg de afectiuni
cardiovasculare, neurologice, urologice, ginecologice, dermatologice, gastro-intestinale, dentare,
oftalmologice, oncologice [52, 213, 247, 267].

De asemenea este bine cunoscut si studiat efectul imunostimulator, imunomodulator si
antiinflamator al undelor milimetrice asupra organismului uman [35, 168].

Actualmente, actiunea undelor milimetrice asupra organismelor vii este pe larg utilizata in
asa domenii ca medicina veterinard (tratarea diferitor boli la animale), fitotehnia (protectia
plantelor de diferite boli, stimularea germinarii semintelor etc.) si biotehnologia [27, 103].

Rezultate promitatoare, Ce pun baza utilizarii undelor milimetrice in piscicultura, au fost
obtinute in experientele asupra pestilor. Astfel, s-au demonstrat efecte pozitive a campurilor
electromagnetice asupra cresterii, dezvoltarii, imunitatii nespecifice §i rezistentei la boli
pastravului Oncorhynchus mykiss [141].

Efectul actiunii undelor milimetrice depinde de frecventa, timpul si puterea iradierii, dar si
de insasi obiectul biologic. Oscilatiile undelor milimetrice suprapuse cu vibratiile proprii ale
celulei, pot initia diverse raspunsuri, atit pozitive, cit si negative [41, 61, 118].

Actualmente existd mai multe ipoteze privind mecanismele primare de interactiune dintre
undele milimetrice si obiectele biologice. Potrivit celei mai plauzibile, efectul interactiunii
undelor milimetrice cu organismele vii se datoreaza absorbtiei de rezonantd a radiatiei
milimetrice la nivel celular, In rezultatul careia se formeaza o reactie adecvatd de raspuns a
organismului viu. Aceastd ipotezd se bazeazd pe caracterul informational al actiunii undelor
milimetrice (iradierea extrernd imita semnalele proprii de control al functiilor vitale ale
organismelor vii), iar influienta undelor milimetrice se datoreaza formarii pe membranele

celulare a unor ,,substructuri” proteice, responsabile de restabilirea activitatii vitale [216, 261].
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Efectele inregistrate nu intotdeauna se pastreaza pe o duratd lunga de timp, de aceea, pentru
intensificarea proceselor fiziologice, in cazul studiului actiunii undelor milimetrice, este
important de a stabili durata optima de actiune a acestora asupra organismului. In cazul lipsei
iradierii exterioare aceste substructuri, sub actiunea miscarii brouniene, treptat revin la starea
initiala [41, 122].

Un moment important in studierea mecanismelor de interactiune a cimpului
electromagnetic de diapazon milimetric cu obiectele biologice, prezintda evidentierea unitatii
structurale care reactioneaza nemijlocit la actiunea factorului extern [41, 118]. Este demonstrat
ca efectul undelor milimetrice asupra organismelor vii se poate manifesta la diferite niveluri de
organizare a materiei vii: molecular, celular, de substructuri celulare si de organism [139, 279].

Punctele de baza ale interactiunii acestor unde cu celulele vii sunt apa, membrana celulara
s1 genomul. Schimbarile in structura si proprietatile clusterului de apa duce la cresterea activitatii
chimice sau hidratarea proteinelor si a altor structuri celulare, modificarea activitatii enzimatice.
Aceste efecte pot fi specifice si pe termen lung. Mai mult, este modificata structura de suprafata,
transportul substantelor si procesele energetice ale membranei celulare. Consecintele
lor fata de diverse substante chimice [232].

Conform unor autori, rolul principal in formarea reactiilor de raspuns la influenta factorilor
fizici externi le revine membranelor celulare, capabile de reglarea proceselor energetice si
biochimice in celuld, prin modificarea nivelului de difuzie a ionilor si altor substraturi [36].
Vastul material stiintific, acumulat experimental, confirmd cd mecanismul interactiunii undelor
milimetrice atdt cu organismele unicelulare, cit si cu cele pluricelulare, vizeaza aspectele
esentiale vitale ale animalelor, plantelor si microorganismelor.

Datoritd unui sir de particularitati ale interactiunii undelor milimetrice cu obiectele
biologice, utilizarea lor in biotehnologia microbilogica este de mare perspectiva. Deoarece
microorganismele sunt parte integrantd a proceselor de producere utilizate in industria
alimentara, agriculturd si alte domenii ale economiei, stimularea cresterii, Tmbunatatirea
parametrilor tehnologici si optimizarea proceselor de cultivare a acestora sunt sarcini actuale si
relevante, rezolvarea cdrora are o mare importanta practica.

Reiesind din necesitdtile optimizarii indicilor tehnologici, este important de a evidentia
frecventele optime ale undelor milimetrice la care reactioneaza obiectul biologic. Se stie, ca
obiectele biologice sunt mai receptive la anumite frecvente [31, 32].

Prin alegerea corectda a parametrilor de iradiere, utilizarea undelor milimetrice poate

imbunatati Tn mod semnificativ capacitatea de reglementare a proceselor metabolice din culturile
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microbiene. Mai mult, utilizarea acestui tip de iradiere nu are efect negativ asupra mediului, nu
lasa reziduuri toxice, este sigur pentru viata umana [187, 188].

A fost acumulat un material stiintific variat referitor la efectul undelor milimetrice asupra
microorganismelor din diferite grupe taxonomice. In prezent, in literatura de specialitate, sunt
disponibile date cu privire la efectul undelor electromagnetice milimetrice asupra organismelor
fotosintetizante - cianobacterii, micro- si macro-alge, plante superioare [39, 205, 241],
actinomicete [33, 73].

Sunt descrise timpul, frecventa, si regularitatea actiunii radiatiei undelor milimetrice asupra
organismelor fotosintetice procariote si eucariote precum si efectele fiziologice care rezulta din
interactiunea acestora. Este demonstrat efectul stimulator al iradierii asupra cresterii si
acumularii de biomasa, transportului de ioni si excretiei din celuld a substantelor biologic active
la organismele procariote si eucariote.

Cercetdrile savantilor au demonstrat cd undele milimetrice influenteaza asupra viabilitatii
microorganismelor si aceasta actiune are un caracter selectiv [50].

Undele mimilmetrice provoacd modificdri In membrana plasmaticd a microorganismelor
gram-pozitive i gram-negative. Astfel, au loc diverse modificari fizico-chimice:
hiperpolarizarea membranelor, schimbarea potentialului de suprafatd, majorarea activitatii
respiratorii etc. [192].

Deasemenea sunt studiate unele aspecte ale influentei undelor milimetrice asupra ciclului
vital, particularitatilor morfologice si a capacitatilor biosintetice a levurilor [91, 116, 118, 122,
145].

Este evident insa, cd pentru a utiliza undele milimetrice in biotehnologia cultivarii dirijate a
levurilor si obtinerii produselor bioactive de diversa natura, sunt necesare cercetdri suplimentare
detaliate privitor la sensibilitatea celulelor la acest tip de unde, influenta lor asupra ciclului vital,
activitatii fiziologice si biosintetice. Studiul in dinamica a derularii ciclului mitotic si biosintezei
principiilor bioactive sub influenta undelor milimetrice, poartd un caracter teoretic si practic.
Pentru aplicatiile practice a undelor milimetrice in microbiologie si biotehnologie este esentiala
cunoasterea procesului de crestere a culturii ca rdspuns la actiunea factorului extern. Obiectele
biologice poseda sensibilitate diferitd la iradiere, deaceea in vederea caracterizarii reactiei de
raspuns a levurilor este important de a depista timpul cand celula isi sincronizeaza activitatea la
frecventa undelor milimetrice aplicate. Un indice important al ameliorarii calitatilor tehnologice
ale tulpinilor de levuri este caracteristica bioproductiva — productia de biomasa, continutul de

proteine, carbohidrati, polizaharide, alte principii bioactive.
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Astfel, o solutie inovationala pentru obtinerea B-glucanilor este identificarea noilor
procedee de reglare a biosintezei lor, bazate pe optimizarea mediilor nutritive, conditiilor de
cultivare si utilizarea materialelor nanodimensionale si a undelor milimetrice in calitate de
stimulatori ai biosintezei.

Metode de extractie, purificare si tehnologii de obtinere a f-glucanilor

Aparitia biotehnologiei moderne a transformat fundamental modul in care oamenii de
stiintd precautd microoorganismele si substantele pe care acestea le produc. Microorganismele
pot sintetiza o cantitate mare de substante, inclusiv polizaharide, in conditii de productie optime,
simple, dar in unele cazuri costisitoare. Un numar mare de polizaharide produse de
microorganisme fie sunt deja adoptate ca produse comerciale, fie au un potential inalt de
comercializare. Principalul dezavantaj care limiteazd dezvoltarea tehnologiilor de obtinere a
polizaharidelor este lipsa unor procedee eficiente pentru extragerea completa si purificarea lor.
Metodele existente in present nu ofera posibilitatea de a extrage toate polizaharidele microbiene.
Cu toate acestea, biotehnologiile noi din agronomie, industria alimentara, medicind, farmaceutica
cosmetologie etc. ar putea da un imbold puternic pentru dezvoltarea lor [121].

Peretele celular al levurilor este tinta principald a metodelor de extractie a B-glucanilor.
Desi metodele de lezare a peretelui celular si extractie a componentelor difera semnificativ intre
ele, toate afecteaza cu grad diferit de gravitate randamentul final, puritatea, greutatea moleculara,
solubilitatea, activitatea biologica, si alte proprietati biologice si functionale ale B-glucanului
extras. Metodele de dezagregare a celulelor microbiene pot fi clasificate, in principal, in cele
mecanice si non-mecanice [159]. Toate metodele mecanice existente (ultrasunet, omogenizare la
presiuni inalte, macinarea cu bile) se bazeaza pe forta de rupere, cele non-mecanice se divizeaza
in fizice (termoliza, soc osmotic, congelare-decongelare), chimice (alcalii, acizi) si enzimatice
(enzime litice, glucanaze, autoliza) de perturbare a integritatii peretelui celular. La urmatoarea
etapa are loc purificarea fractiunilor de pereti celulari prin eliminarea manoproteinelor, lipidelor,
proteinelor, obtindndu-se diferite fractiuni de B-glucani cu grad divers de puritate [256].
Majoritatea metodelor de purificare utilizeaza diferentierea componentelor celulare, pe baza
solubilitatii lor diferite in solutii alcaline si/sau acizi anorganici, unde continutul de carbohidrati
din peretele celular este de regula determinat prin utilizarea solutiei fenol-acid sulfuric [114] sau
a reactivului antron [111].

Privitor la eficienta metodelor de distrugere a peretilor celulari ai levurilor, printre
specialistii Tn domeniu nu existd unanimitate. Unii sustin ca mai eficiente sunt metodele care
prevad utilizarea unui singur procedeu de distrugere a peretelui celular: enzimatic [134], autoliza

[274], ultrasunetul [227] si extragerea si purificarea cu alcalii si acizi, altii opteazd pentru
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metodele ce prevad diferite combinatii dintre metodele fizice si chimice [108, 189, 223]. Cert
este ca selectarea corecta a metodei influenteaza semnificativ randamentul extractiei, puritatea,
solubilitatea, viscozitatea si activitatea biologicd a B-glucanilor, de care depinde utilizarea
ulterioara a produsului finit.

Randamentul final de extractie a f-glucanilor prin utilizarea diferitor metode este foarte
variat. La utilizarea celor chimice si enzimatice variaza de la 17,9 la 86,3%, ultimele fiind mai
eficiente [170].

Pentru evaluarea eficientei lizei peretilor celulari sunt aplicate diverse metode. Metodele
microscopice directe permit evaluarea numarului de celule lezate sau dezintegrate, in timp ce
metodele indirecte masoard eliberarea componentelor intracelulare specifice rezultate din
solubilizarea biomasei. Pentru a observa modificarile celulelor de levuri ca urmare a proceselor
de dezintegrare, se utilizeaza microscopia electronica de transmisie sau de scanare. Astfel,
utilizand aceste metode, S-a stabilit ca peretii celulari ai diferitor levuri isi pastreaza forma de
baza, aspectul de suprafatd si integritatea in timpul autolizei. Aceasta se datoreaza probabil
faptului ca 1,3-B-glucanii nu au degradat. Conform autorilor mentionati, pierderea de
manoproteine din peretele celular nu afecteaza integritatea peretelui, ci modifica porozitatea lui,
fapt care faciliteaza eliberarea macromoleculelor intracelulare. Liu X. si colaboratorii [160] au
observat prin aceleasi metode ca, dupa autoliza, a avut loc separarea peretelui celular de
citoplasma, pastrandu-se integritatea peretelui celular levurian. Astfel, autoliza nu a afectat
peretii celulari, dar a contribuit la eliminarea substantelor intracelulare nedorite in timpul
pregatirii lor.

In rezultatul unor cercetiri vaste ce tin de evaluarea eficientei diferitor metode de liza a
peretelui celular si obtinere a B-glucanilor (autoclavarea, autoliza, omogenizarea intr-o moara cu
bile, ultrasonarea si diferite combinatii a lor), Anna Bzducha-Wrobel si colaboratorii [76] au
stabilit ca 0 cantitate maxima de preparate de pereti celulari de levuri S. cerevisiae cu cel mai
inalt grad de puritate au fost produse la omogenizarea cu bile de sticla de zirconiu (0,5 mm in
diametru), timp de 30 de minute. Acest lucru a fost confirmat de cea mai mare cantitate de
material biologic solubilizat (aproximativ 64-67%) in solutie tampon. Preparatele produse astfel
au avut un continut total de monozaharide de cca 60%, 1,3/1,6-B-glucani 13-14% si aproximativ
35% de proteine. Variantele experimentale au fost executate in apa cu pH-ul 5,0 si 7,0 si solutie
tampon Tris-HCI cu pH 8,0. Rezultate similare s-au obtinut dupa autoliza cuplata cu macinarea
cu bile sau cu ultrasunet, doar ca timpul necesar pentru aceste procese a fost mai mare. Astfel,
prin aceste 2 metode combinate s-a obtinut 52,6-62,9% material solubil, cu continut total de
monozaharide de 60,5-61,2%, 1,3/1,6-B-glucani 14,5-15,5% si proteine 36,5-36,7%. Insa,
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utilizarea morilor cu bile are si neajunsurile sale, exprimate prin obtinerea particulelor de
dimensiuni foarte mici, care cauzeaza probleme majore la urmatoarele etape de purificare, si duc
la majorarea costurilor de producere [58].

Li Zhang si colaboratorii au reusit sa optimizeze parametrii de dezintegrare a peretilor
celulari ai levurilor prin ultrasunet, pentru a obtine cantititi maxime de produs solubil cu puritate
inaltd. Eficienta acestei metode, exprimata prin cantitatea de material solubil obtinut si raportul
dintre cantitatea de proteina si B-glucani, este in mare masura dependentd de durata procesului,
temperatura si puterea ionica a solutiei. Cel mai semnificativ efect asupra eficientei metodei a
avut temperatura. Ultrasonarea efectuatd la temperaturi ridicate favorizeaza eliberarea
polizaharidelor. Este stipulat cd mecanismul de baza consta in denaturarea termica si coagularea
proteinelor care conduc la scdderea eliberarii acestora in preparatul obtinut [157]. Dar si aceasta
metoda are unele neajunsuri ce tin de formarea in mediu a bulelor de aer, cresterea exagerata a
temperaturii si presiunii pe gradient, care in ansamblu duc la formarea radicalilor liberi OH,
HO,si O, [98].

Una din cele mai eficiente metode de obtinere a B-glucanilor este consideratd cea bazata pe
utilizarea enzimelor. Prin aplicarea lor e posibila obtinerea preparatelor f-glucanice cu o puritate
de cca 90% [160, 167]. Astfel, Chema Borchani si colaboratorii au obtinut un randament de
extractie a B-glucanilor de 18,0% la substanta absolut uscatd cu o puritate de cca 79,0%, printr-
un tratament initial cu apd calda, urmat de hidroliza enzimatica cu savinaze si lipaze. La prima
etapa s-a realizat indepartarea manoproteinelor, evitand degradarea lantului B-glucanic, iar prin
aplicarea enzimelor purificarea de proteinele remanente si lipide. In opinia autorilor, aceasti
metoda are un potential inalt de utilizare practica, pentru obtinerea preparatelor glucanice de
calitate din S. cerevisiae la scara industriala [68].

Prin utilizarea metodei combinate de dezintegrare a peretelui celular, care constd din 2
etape: hidroliza enzimatica si ultrasonarea ulterioara a biomasei de S. cerevisiae, Tran M. T. si
colaboratorii au obtinut preparate de pereti celulari levurieni cu un continut de B-glucani de
72,06% si proteind de 15,38% la B.A.U. Modificarea consecutivitdtii etapelor sau utilizarea
numai a uneia dintre ele, rezulta in micsorarea esentiala a continutului de B-glucani si majorarea
substantiald a celui de proteine in preparate [251].

Rezultate remarcabile au fost obtinute de catre Huang Gangliang si Li Jing, care prin
extractie alcalin-acidd si deproteinizare alcalina, fara a utiliza alte metode de dezintegrare a
peretelui celular, au obtinut din peretii celulari a levurilor S. cerevisiae un preparat cu un
continut de 84,4% B-glucani si 5,3% proteine. In rezultatul purificarii (deproteinizarii) acesti

parametri au atins valori de 95,6 si respectiv 0,7% [131].
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Conditiile de extragere din diferite obiecte biologice a glucanilor pot afecta structura si
compozitia acestora. Denaturarea structurii B-glucanilor are loc la temperaturi si pH ridicate -
factori fizici specifici procesului de extragere. Pachetul de macromolecule a B-glucanilor depinde
de conformatia lor, care determind prezenta de structuri ordonate sau dezordonate. Se considera
ca preparatele biologic active trebuie sa contind -glucani in conformatia triplu-helix [15].

Cunoasterea proprietatilor fizico-chimice, morfologice si mecanice a B-glucanilor, de
exemplu, forma suprafetei, porozitatea, viscozitatea, permite aprecierea adecvata a materialului
vizat, precum si posibilitatea elucidarii cailor de utilizare. Pentru caracterizarea polizaharidelor
pot fi utilizate metode fizice moderne, spectroscopie (FT-IR si FT-Raman), microscopie
electronica de baleaj (SEM) [228], microscopie de forta atomica (AFM) [45, 102].

In literatura de specialitate este stipulat ¢ diverse modificari chimice si fizice simple pot
modifica esential activitatea biologica a PB-glucanilor levurieni. Astfel, modificarea chimica
elementara (fosforilarea sau carboxilarea) fragmentelor de glucoza la pozitiile O-2 sau O-6
conduce la solubilizarea 1,3-B-glucanului si majorarea activitatii sale biologice. Metodele fizice
aplicate pentru obtinerea, purificarea si pastrarea preparatelor B-glucanice deasemenea modifica
activitatea lor biologica. Ca exemplu pot servi cercetarile savantilor din Cehia care au determinat
ca uscarea preparatelor B-glucanice levuriene este o metoda fizica simpla de a majora activitatea
lor imunostimulatoare [130]. in acelasi timp uscarea nu modifica structura si continutul de B-
glucani in preparate, iar majorarea activitatii biologice se datoreaza cresterii puritatii lor, fapt ce
a fost confirmat prin FT-IR spectroscopie [158]. Insa, atat uscarea ct si liofilizarea, au si unele
neajunsuri exprimate prin agregarea particulelor de p-glucani si formarea aglomeratelor. Pentru a
minimiza aceste efecte se utilizeaza uscarea prin pulverizare in combinatie cu ultrasonarea
preparatelor [274].

Actualmente, in baza diferitor metode si procedee de dezintegrare a peretilor celulari,
fractionare si purificare a polizaharidelor levuriene sunt elaborate diverse tehnologii de obtinere
a preparatelor B-glucanice biologic active. Unul din primele preparate de acest gen, obtinut din
biomasa levurilor S. cerevisiae prin fierbere si tratare cu tripsind, este extractul insolubil
Zymosan, compus din polizaharide, proteine, lipide si microelemente, substanta activa a carui o
constituie B-glucanii [211]. Aceste constatari initiale au dat un imbold puternic cercetarilor
privind evaluarea activitatii biologice a 3-glucanilor.

Utilizarea practica a particulelor de B-glucani WGP (Whole glucan particle) era
restrictionatd din cauza insolubilititii acestora in apd. In consecinti au fost elaborate o serie de
metode pentru solubilizarea 1,3-B-glucanilor. Glucanii solubili in apa sunt denumiti glucani PGG

(Poli-(1-6)-B-D-glucopiranozil-(1-3)-B-D-glucopiranoza). Astfel, Jamas si colaboratorii de la
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Alpha-Beta Technology Inc., apoi si de la Biopolymer Engineering, Inc. au elaborat o serie de
metode pentru solubilizarea particulelor B-glucanice.

Tehnologia obtinerii Betafectin PGG (Alpha-Beta Technology Inc.) este bazata pe
tratamentul consecutiv al WGP cu acizi si alcalii urmate de o serie de etape de filtrare si
ultracentrifugare pentru a obtine un preparat netoxic, solubil in apa la pH neutru [197].
Betafectin PGG are structura triplu-helix, greutate moleculara de 150 kDa, stimuleaza sistemul
imun si hematopoeza, este eficient la tratarea bolilor infectioase si cancerului [138].

Tot acesti cercetatori au descris si alte metode pentru prepararea B-glucanilor solubili.
Astfel, au fost obtinuti B-glucanii neutri — NSG (neutral soluble glucan) [198], cu structura helix
singular, greutate moleculara mai mica ca 20 kDa, ce declanseaza un raspuns specific al celulelor
imune [138].

Yestimun® este un produs al companiei Leiber GmbH (Germania) in baza levurilor de
bere S. cerevisiae, aprobat pentru utilizare in industria alimentara ca supliment, ce initiaza si
stimuleaza raspunsurile imune innascute si adaptive. Biomasa este obtinuta la cultivare pe mediu
nutritiv must de bere si apa de izvor. Dupa autoliza usoara a biomasei, precipitatul insolubil
(peretii celulari) se separa de supernatant si se supune purificarii cu utilizarea solutiilor alcaline
slabe. Procesul de hidroliza cu acizi este omis, ceea ce permite obtinerea [B-glucanilor cu
structura intactd. Tehnologia permite obtinerea a 22% de B-glucani la S.U. cu o puritate de cca
85% [235].

MacroGard® (Biorigin, Brazilia), cel mai bine cercetat produs B-glucanic utilizat ca aditiv
furajer in acvacultura, hrana animalelor de ferma si de companie, poseda un dosar stiintific vast
care prezintd efectele lui benefice. Atat studiile in vitro, cat si cercetarea in vivo cu mai multe
specii de animale au demonstrat efectele benefice asupra parametrilor imuni §i sanatatii
animalelor. Acest produs este un preparat insolubil de 1,3/1,6-p-glucani, obtinut prin autoliza si
purificare enzimatica din biomasa unei tulpini selecte S. cerevisiae si contine minim 60% [-
glucani, lipide 13-18%, proteine 5-7% [176]. O alternativa a acestui preparat sunt produsele
MacroGard®Pet, MacroGard®AquaSol, MacroGard® Immersion Grade, MacroGard®
Adjuvant si MacroGard® FI Suspension, cu un grad diferit de puritate, in care continutul de
lipide si proteine scade, iar cel de B-glucani ajungand la 95-99% [196].

Imunoglucan - 1,3-B-glucopiranoza (HEBRON Farmacéutica, Recife, Brazilia) este un
polizaharid solubil, obtinut din S. cerevisae extras si purificat timp de 18 zile, cu utilizarea
enzimelor si solutiilor alcaline, care este utilizat subcutanat la copiii astmatici pentru a modula
starile alergice [221]. Administrat pe cale orala, Imunoglucanul moduleaza activitatea

imunomielopoietica si sporeste rezistenta animalelor bolnave de cancer [248].
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B-glucanii industriali din levuri, cum ar fi BetaRight® si WGP® (Biotheras, Inc.) sunt
utilizati ca ingrediente In copturi, bauturi, iaurturi, sucuri de fructe, ciocolatd si ca agenti de
ingrosare in sosuri pentru salate, inghetata, maioneza, sosuri si cagcavaluri. Majoritatea acestor
tehnologii au fost brevetate [244, 275].

Astfel, luand in consideratie diversitatea metodelor de extractie si purificare a B-glucanilor,
activitatea lor biologicd impundtoare, potentialul inalt de utilizare in diverse domenii ale
economiei si faptul ca necesitatile consumatorilor locali sunt acoperite prin import, devine
evidenta necesitatea dezvoltarii unor strategii de izolare si purificare cat mai eficiente in vederea

elaborarii tehnologiilor autohtone de producere a biopreparatelor 3-glucanice cu efecte sanogene.

1.4. Concluzii la capitolul 1

1. Activitatea biologica nalta si diversitatea domeniilor de utilizare a B-glucanilor fungici,
in special a celor din levuri, evidentiazd oportunitatea studierii acestor compusi, care poseda
potential inalt in promovarea sanatatii umane si claborarea preparatelor biologic active cu
utilizari polivalente.

2. Structura B-glucanilor levurieni este foarte diversd si tine de varietatea taxonomica a
microorganismelor din care sunt obtinuti, iar activitatea lor biologica in mare masurd depinde
atat de structura, greutatea moleculard, gradul de ramificare cat si de metoda de izolare si
preparare.

3. O solutie inovationala pentru obtinerea B-glucanilor este identificarea noilor procedee de
reglare a biosintezei lor, bazate pe optimizarea mediilor nutritive, conditiilor de cultivare si
utilizarea materialelor nanodimensionale si a undelor milimetrice in calitate de stimulatori ai
biosintezei.

4. Diversitatea metodelor de extractie si purificare a B-glucanilor, activitatea lor biologica
impunatoare, potentialul inalt de utilizare in diverse domenii ale economiei si faptul ca
necesitatile consumatorilor locali sunt acoperite prin import, evidentiazd necesitatea dezvoltarii
unor strategii de izolare si purificare cat mai eficiente in vederea elaborarii tehnologiilor
autohtone de producere a -glucanilor cu efecte sanogene.

Analiza surselor bibliografice relevante la tema tezei a permis de a formula problema de
cercetare a acestei lucrari care consta in determinarea parametrilor biotehnologici optimali de
cultivare a levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20, ceea ce a contribuit la eficientizarea procedeelor
de sinteza orientatd a B-glucanilor, fapt ce a permis elaborarea tehnologiei de obtinere a acestor

compusi biologic activi valorosi.
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Directiile de rezolvare a problemei de cercetare au constat in selectarea surselor de
carbon, azot, sarurilor minerale si conditiilor optime de cultivare submersd, care asigurd
stimularea biosintezei B-glucanilor la tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20; eficientizarea metodei
de extragere a B-glucanilor in vederea simplificarii procesului de obtinere a produsului finit;
elaborarea procedeelor specifice pentru obtinerea -glucanilor, utilizand in calitate de reglatori ai
biosintezei nanoparticulele oxizilor de metale si undele milimetrice cu frecventa extra inalta;
elaborarea tehnologiei de obtinere a B-glucanilor din biomasa levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20.

Scopul lucrarii a constat in elaborarea tehnologiei inovative eficiente de obtinere a f-
glucanilor din levuri.

Obiectivele lucrarii au fost urmatoarele: 1) Selectarea nutrientilor si conditiilor optime de
cultivare submersa a tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 in vederea ameliorarii biosintezei [-
glucanilor; 2) Elucidarea actiunii nanoparticulelor oxizilor de metale asupra biosintezei -
glucanilor si altor constituiente celulare a levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20; 3) Evaluarea
efectelor undelor milimetrice cu frecventa extra inalta asupra biosintezei B-glucanilor si altor
constituiente celulare a levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20; 4) Elaborarea tehnologiei de obtinere

a B-glucanilor din biomasa levuriana.
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2. BIOSINTEZA B-GLUCANILOR LA TULPINA SACCHAROMYCES CEREVISIAE
CNMN-Y-20 iN FUNCTIE DE NECESITATILE NUTRITIVE SI CONDITIILE
DE CULTIVARE

Productia de B-glucani depinde in mod semnificativ de continutul lor in peretele celular al
levurii. In general, schimbdrile in starea fiziologica a celulei si reactia sa la influenta factorilor
externi sunt determinate inclusiv de structura si de modificarile peretelui celular. Arhitectura
peretelui unei celule si mecanismele responsabile de sinteza componentelor acestuia pot fi
controlate de compozitia mediului de cultura [155].

Mediile de cultura trebuie sa contina substante inductoare care pot facilita dezvoltarea
levurilor si care nu afecteaza viabilitatea lor. Cercetarile au aratat ca pentru S. cerevisiae, este
necesar ca in mediul de culturi si fie incluse surse de carbon, azot, alti factori de crestere [48]. In
calitate de sursa de carbon utilizata pentru fermentare si sporirea randamentului producerii de -
glucani de catre S. cerevisiae pot fi nominalizate glucoza, zaharoza, lactoza, fructoza, maltoza,
manoza, amidonul. Glucoza este cotatd ca cea mai importantd sursa pentru biosinteza -
glucanilor [63].

In calitate de sursi de azot organic pentru fermentare se aplici peptona si extractul de
drojdii, combinate cu surse de azot anorganic cum sunt sulfatul de amoniu, azotatul de potasiu,
cazeina [17, 195].

Reiesind din faptul cd compozitia biomasei de levuri poate fi modificatd in mod
semnificativ prin intermediul mediului de cultura, pentru productia inaltd de B-glucani este
important de a optimiza factorii specifici producatorilor identificati.

Astfel, scopul cercetarilor in acest capitol consta in eficientizarea metodei de extractie a
B-glucanilor, selectarea nutrientilor preferentiali si conditiilor optime de cultivare submersa a

tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 1n vederea stimularii biosintezei f-glucanilor.

2.1. Materiale si metode de cercetare
Rezultatele investigatiilor prezentate in aceasta lucrare au fost obtinute in perioada anilor

2012-2016 1n laboratorul Biotehnologia levurilor.

2.1.1. Obiect de studiu

In calitate de obiect de studiu a servit tulpina Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20,
brevetata ca producator de f-glucani, depozitata in colectia laboratorului Biotehnologia Levurilor
si In Colectia Nationala de Microorganisme Nepatogene a Institutului de Microbiologie si

Biotehnologie al Academiei de Stiinte a Moldovei [4].
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Pentru cultivarea levurii au fost utilizate urmatoarele medii de cultura:
YPD: 1% extract de drojdie, 2% peptona, 2% glucoza, apa potabila 1L, pH-5,5 [48].
Rieder: 30,0 g/L glucoza; 3,0 g/L (NH4),SOy4; 0,7 g/L MgSQO,4+7H,0; 0,5 g/L NaCl; 0,4 g/L
Ca(NOg3)2; 1,0 g/L KH,POy; 10 ml autolizat de drojdii; apa potabila 1L; pH-5,0-6,0 [1].
Cultivarea submersa s-a efectuat in baloane Erlenmeyer cu capacitate de 0,25; 0,5; 0,75;
1,0 L, pe agitator cu viteza de rotatic 200 rot/min, la temperatura de 25°C, gradul de aerare
81,3...83,3 mg/L, durata de cultivare submersa 120 ore. Mediul lichid de fermentare s-a
insamantat in volum de 5% cu inocul 2x10° celule/ml. Continutul de oxigen s-a mdsurat cu
Oximetrul portabil — Oxi-315i/SET 2B10-0011. Valorile pH-ului mediului de cultivare s-au
determinat cu pH-316i MeBketten WTW, Germania.
Metoda de preparare a inoculului (material semincer). O colonie levuriana perfect izolata
se suspenda in 50 ml bulion (must de bere). Suspensia de celule se cultiva pe agitator (200
r.p.m.) timp de 24-48 ore, la temperatura de 25°C, iluminare permanentd. Concentratia finald a
inoculatului se determina spectrofotometric la lungimea de unda A=600 nm [217]. De regula,
preparatul nativ de inocul se examineaza microscopic intre lama si lamela. Pe preparatele native
sunt evidentiate existenta celulelor levuriene, forma si mobilitatea celulelor, puritatea inoculului.
Multiplicarea, productivitatea si activitatea biosintetica a tulpinii au fost modificate prin:
1) utilizarea reglatorilor si stimulatorilor:
- surse de carbon: glucoza, zaharoza, fructoza, manoza, melasa, etanolul in concentratii de
(WIV): 1%, 2%, 3%, 4%, 5%.
- surse de azot: sulfatul de amoniu (NH4)2SO, si hidrogenofosfat de amoniu (NHg), HPOy, in
concentratii de (w/v): 0,1%; 0,2%; 0,3%; 0,4%; 0,5%.
- acetati: acetatul de zinc (CH3COQ), Zn in concentratii de (w/v): 5, 10, 20, 30 mg/L.
2) varierea conditiilor de cultivare:
- durata de cultivare in profunzime: 48, 72, 96, 120, 144, 168 ore.
- influenta temperaturilor de: 15, 20, 25, 30°C.
- influenta continutului de oxigen (prin varierea volumului baloanelor): cultivare in profunzime

la 200 rot/min si stationar.

2.1.2. Metode de investigatie
Numarul de celule dezvoltate pe mediul lichid s-a determinat spectrofotometric conform
metodelor cunoscute. Pentru determinarea acestora din probele martor si cele experimentale s-au

preluat monstre la inceputul cultivarii, dupa 6, 24, 48 ore de cultivare [179].
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Viabilitatea celulelor s-a stabilit prin cuantificarea numarului de colonii formate pe placile
cu YPD agarizat prin insamantarea suspensiei de celule, exprimata in UFC/ml (Unitati de colonii
formate la 1 ml suspensie) [217]. Pentru aflarea numarului de germeni viabili existenti in
materialul examinat se utilizeaza formula de calcul:

UFC/ml = numarul de colonii x factorul dilutiei x 10 (2.1)

Examinarea formei si dimensiunii celulelor. Forma si dimensiunile celulelor s-au examinat
in culturi pe mediul nutritiv YPD, recomandat pentru levuri. Dupd Insamantare, tulpinile s-au
incubat la 25-28°C. Din cultura, dupa 6, 24, 48 ore de cultivare, s-au facut preparate de levuri
(celule fixate). Frotiurile cu celule fixate s-au colorat utilizand tehnica de colorare cu solutie de
violet de gentiana. Cu ajutorul microscopului XSZ-500, obiectiv 100x/1,25 OIL, 160/0,17 si
camera video — MEM1300, utilizand programul special Future WinJoe, s-a notat forma celulelor,
modul de inmugurire, s-au stabilit dimensiunile celulelor.

Biomasa levurii a fost determinata prin separarea de la lichidul cultural, prin centrifugare la
3000 rot/min timp de 15 minute, resuspendarea depozitului cu apa distilata sterila, centrifugare
repetatd. Aceasta procedura s-a repetat pana s-a Obtinut un supernatant straveziu [129].

Metoda de determinare a substantei uscate prin cantarire. Metoda se bazeaza pe
eliminarea apei din biomasa levuriand prin incalzire la temperatura de 100-110°C. Proba de
biomasa se introduce intr-o capsuld de portelan sau de platina si se incdlzeste in etuvd. Dupa
racire capsula cu produs se cantareste. Operatia se repeta pana se ajunge la o masa constanta.
Continutul de substanta uscata se calculeaza utilizand relatia:

% substanta uscata = my —mgy /m;—Mmgx 100 (2.2)

in care:

m; = reprezinta masa fiolei si a produsului analizat (g);

m, = masa fiolei si a reziduului dupa uscare (g);

mo = masa fiolei (g) [129].

Prepararea peretilor celulari de levuri s-a efectuat conform metodei propuse de Hong-Zhi
L., etal. [129].

Carbohidratii totali in biomasa de levuri au fost determinati la spectrofotometru PG T160
VIS Spectrophotometer, la lungimea de undd 620 nm cu utilizarea reactivului antron si D-
glucozei in calitate de standard [101]. Metoda este bazata pe deshidratarea hexozelor in prezenta
acidului sulfuric concentrat, urmat de condensarea acestora cu Antron, care rezulta o data cu
obtinerea unei coloratii albastre-verzui si masurarea intensitatii acesteia la lungimea de unda 620

nm.
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Pregitirea reactivului antronic (solutie antron de 0,05% in acid sulfuric 66%). In eprubete
se toarna fie 0,5 ml (sau 5 mg) de proba analizata si cite 0,5 ml solutie de 50, 100 si 200 mg
glucoza (pentru construirea curbei de calibrare); in eprubeta — martor se toarna 0,5 ml apa. La
continutul eprubetelor se adauga cite 5 ml reactiv antron. Se agita usor si se pune timp de 10 — 15
minute la baia de apa la temperatura camerei. Se transfera la baia de apa fierband timp de 15
minute. Eprubetele se racesc sub getul de apa la robinet si se lasa la intuneric timp de 30 minute.
Cantitatea de carbohidrati din probele respective se determind dupd curba de calibrare.
Rezultatele finale ale continutului de zahar sunt considerate mediile aritmetice ale datelor
repetarilor, calculate dupa formula:

¢(%) =X/m-100%, unde: (2.3)

X — continutul glucozei dupa curba de calibrare;

m — masa probei absolut uscate (mcg)

€% — cantitatea de carbohidrati in % la BAU.

Determinarea continutului de p-glucani s-a realizat gravimetric [244], adaptata de Usatii
A., Chiselita N. [19] si este descrisa in subcapitolul 2.2.

Optimizarea componentei mediului de nutritie s-a efectuat conform metodelor de
planificare matematica a experientelor [17].

Prelucrarea statistica a rezultatelor a fost efectuata cu ajutorul setului de programe

Statistica 7, veridicitatea Tn comparatie cu martorul - p< 0,05.

2.2. Eficientizarea metodei de extractie a g-glucanilor
Extragerea eficientd a f-glucanilor din peretii celulari levurieni, ce posedd o structurd
complexa, este posibild numai prin alegerea metodelor eficiente de distrugere a acestora. In
majoritatea cazurilor, pentru dezagregarea peretilor celulari, se aplica procedee cu aplicarea
ultrasunetului, congelarii-decongelarii, autolizei, macinarii in mori cu bile, precum si a
enzimelor. Parametrii variabili la extragerea B-glucanilor din biomasa levuriana sunt: solventii si
concentratia acestora, temperatura, durata de extractie, etc. [115, 128, 167].
Metoda de extragere a B-glucanilor include doua faze:
a) Dezagregarea celulelor;
b) Extractia de B-glucani din peretii celulari prin intermediul tratarii cu baze
si acid in diferite proportii.
Initial, pentru extragerea 3-glucanilor din biomasa levuriana de S. cerevisiae CNMN-Y -20,
s-a efectuat studiul comparativ al metodelor de dezagregarea celulara. Pentru ruperea peretilor

celulari s-au studiat comparativ cinci metode de fragmentare:
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-Autoliza - la 50°C timp de 24 ore, martor [244];

- Autoliza la 55°C timp de 8 ore;

- Ultrasonare efectuata la frecventa de 22 Hz timp de 3 minute;

- Omogenizare la 15000 rot/min 10 minute;

- Congelare-decongelare (3 cicluri +20°C/-20°C).

Eficienta metodelor de fragmentare s-a apreciat prin urmatoarele analize: studierea
sedimentelor prin microscopie optica; determinarea viabilitatii celulelor de drojdie din sediment;
determinarea continutului de carbohidrati totali in sediment.

Analiza sedimentelor prin microscopie optica a demonstrat ca practic in toate variantele
testate se observa celule de diverse dimensiuni, ceea ce demonstreaza ca citoplasma este
eliminata partial (Figura 2.1). Informatia datd necesita studii suplimentare in vederea constatarii

gradului de dezintegrare a peretelui celular. In acest sens s-a studiat viabilitatea celulelor.

Fig. 2.1. Celule de S. cerevisiae CNMN-Y-20 supuse diferitor procedee de dezintegrare a

peretelui celular, (puterea de marire 640).
Legenda: a - autoliza la 50°C timp de 24 ore (martor), b - autoliza la 55°C timp de 8 ore, ¢ -

ultrasonare 3 minute, d - omogenizare 10 minute, e - congelare/decongelare.

Viabilitatea celulelor s-a stabilit prin insamantarea pe mediu YPD agarizat a 0,1 ml
suspensie (20 mg sediment + 2 ml apa distilata sterild) din sedimentele obtinute dupa procedura

de centrifugare.
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Rezultatele obtinute dupa aplicarea diferitor metode de dezintegrare sunt reflectate in
Figura 2.2, din care concluzionam ca gradul de rupere a peretilor celulari este cel mai inalt la
aplicarea autolizei la 55°C timp de 8 ore (celule viabile lipsesc), urmat de procedeul
omogenizare 10 minute, ultrasonare 3 minute, cu un grad de distrugere a celulelor de 90-95%
(viabilitatea constituie 4,6-11,0% comparativ cu varianta martor). Procedeul congelare-
decongelare este mai putin eficient, gradul de distrugere a celulelor este de 80,7% (viabilitatea

constituie 19,3% comparativ cu varianta martor).

Celule viabile, %
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60
40
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% la martor

Fig. 2.2. Viabilitatea celulelor levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20 supuse dezintegrarii Cu
aplicarea diferitor procedee.
Legenda: 1 - autoliza la 50°C timp de 24 ore (martor), 2 - autoliza la 55°C timp de 8 ore, 3 -
ultrasonare 3 minute, 4 - omogenizare 10 minute, 5 - congelare/decongelare.

In continuare, in vederea obtinerii B-glucanilor din peretii celulari, s-au aplicat variante de
lucru, ce imbina metodele testate de dezagregare celulara cu modificarea volumului de extragenti
si duratei de extragere:

I. Proba martor: Metoda consta in autoliza suspensiei de drojdie (15% w/w continut uscat
cu pH-5), la 50°C timp de 24 ore, agitare moderata. Autolizatul se supune incalzirii la 80°C timp
de 15 minute, racirii pana la temperatura camerei si centrifugarii la 3565 rot/min timp de 10
minute, sedimentul se colecteaza. Procedura de extractie a P-glucanilor consta in tratarea
peretilor celulari cu 1IN NaOH (raport 1:5) la temperatura de 80+5°C timp de 2 ore, separarea,
urmata de extractia cu acid acetic de 0,5N (raport 1:5) la temperatura de 75+5°C timp de 1 ora.
Extractul se centrifugheaza la 3565 rot/min timp de 10 minute la temperatura camerei,
sedimentul se spald de 3 ori cu apa distilata si se usuca la 50+5°C. Pasta obtinuta de B-glucani

este de culoare cafeniu-deschis [244].
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Variante experimentale:

II. Autoliza cu durata de 8 ore. Amestecul din 10 g drojdie (30% S.U.) si 10 ml apa
sterild se supune autolizei la 55°C timp de 8 ore si se centrifugheaza la 3500 rot/min 10 minute.
Sedimentul (peretii celulari) se trateaza cu 50 ml 1N NaOH timp de 1 orad la temperatura de
90+5°C, se separa si se trateaza cu 0,5N acid acetic in raport de 1:5, la 75£5°C timp de 1 ora (in
scopul eliminarii glicogenului), apoi se spala de 2 ori cu apa distilata, se centrifugheaza la 3500
rot/min timp de 10 minute la temperatura camerei, se usuca la 50+5°C. Produsul obtinut sunt -
glucanii.

I11. Ultrasonare cu durata de 3 minute. Amestecul din 10 g drojdie (30% S.U.) si 20 ml
apa sterila se supune timp de 3 minute actiunii ultrasunetului la frecventa de 22 KHz. Amestecul
se centrifugheaza la 3500 rot/min 10 minute. Procedeul de extragere a B-glucanilor din peretii
celulari se desfagoara conform procedeului descris in varianta II.

IVV. Omogenizare cu durata de 10 minute. Amestecul din 10 g drojdie (30% S.U.) si 20
ml apa sterila se omogenizeaza 10 minute la viteza de rotatie 15000 rot/min (6F volum 30 ml),
umiditatea relativa 85%. Amestecul se centrifugheaza la 3500 rot/min 10 minute. Procedeul de
extragere a B-glucanilor din peretii celulari se desfdsoard conform procedeului descris in varianta
I1. Omogenizarea biomasei levuriene s-a efectuat la aparatul Silent Crusher M, Heidolph (2010).

V. Congelare-decongelare: 10 g drojdie (30% S.U.) se supun congelarii/decongelarii la

-20°C/+20°C (3 cicluri), se centrifugheaza 10 minute la 3500 rot/min. Procedeul de
extragere a B-glucanilor din peretii celulari se desfdsoard conform procedeului descris in varianta
Il.

La analiza continutului de carbohidrati totali se observa unele fluctuatii, care nu indica
legitati, ce ar permite evaluarea randamentului procedeelor de dezintegrare a peretilor celulari.
Continutul mai mic de carbohidrati in variantele experimentale comparativ cu probele martor se
explica prin dizolvarea monozaharidelor solubile n apa adaugata la probele de biomasa celulara
supusa procedeelor de autolizd, omogenizare, ultrasonare sau congelare/decongelare. Mentiondm
faptul ca continut sporit de carbohidrati 32,36% la S.U. s-a observat in varianta IV de distrugere
a peretelui celular (omogenizare cu durata de 10 minute), ceea ce constituie 7,8% comparativ cu
proba martor (Figura 2.3).

Eficienta metodelor de extragere s-a apreciat prin determinarea continutului de B-glucani.
In urma analizei rezultatelor obtinute s-a stabilit, ca conditiile optime de extragere a p-glucanilor
sunt create la aplicarea variantei IV (omogenizarea biomasei celulare timp de 10 minute) si
variantei V (procedura de congelare/decongelare a biomasei celulare in 3 cicluri). La utilizarea

acestor metode se extrag circa 25,5% respectiv 25,28% pB-glucani la S.U. (cu 35,6 si respectiv
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34,5% mai mult fatd de proba martor), in varianta martor (autoliza 24 ore) continutul de B-
glucani extrasi constituie 18,8% (Figura 2.3). Rezultatul tehnic pozitiv specific variantei cu
aplicarea omogenizarii biomasei celulare se exprima prin faptul ca concomitent cu cantitatea mai
mare de B-glucani extrasi se reduce cu 24 ore comparativ cu procedeul martor si durata

procesului de extragere a -glucanilor.

B-glucani, % la martor ® Carbohidrati, % la martor

P N W b o

0 50 100 150

Fig. 2.3. Eficienta metodelor de extragere a B-glucanilor din peretii celulari ai S. cerevisiae
CNMN-Y-20.
Legenda: 1 - autoliza la 50°C timp de 24 ore (martor), 2 - autoliza la 55°C timp de 8 ore, 3

- ultrasonare timp de 3 minute, 4 - omogenizare timp de 10 minute, 5 - congelare/decongelare.

Astfel, in rezultatul cercetdrilor se propune un procedeu simplificat pentru extragerea [3-
glucanilor din biomasa levuriana, care constd din urmatoarele etape:
a) omogenizarea biomasei celulare la 15000 rot/min timp de 10 minute;
b) separarea peretilor celulari prin centrifugare la 3500 rot/min 10 minute;
Cc) tratarea peretilor celulari cu IN NaOH 1in raport 1:5, incalzirea la 90°C timp de 1 ora;
d) tratarea cu acid acetic de 0,5N (raport 1:5) la temperatura de 75+5°C timp de 1 ora;
e) centrifugarea la 3500 rot/min timp de 10 minute la temperatura camerei;
f) spalarea sedimentului de B-glucani de 2 ori cu apa distilata,

g) uscarea p-glucanilor la 50+5°C.

2.3. Influenta surselor de carbon, azot asupra biosintezei B-glucanilor si elaborarea
mediului de cultivare a tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20

Carbohidratii au importanta deosebitd in procesele de biosintezd a principiilor bioactive.
Glucoza (dextroza) sau zaharul de struguri (CsH1;0sCHO) este componenta de baza din care

sunt construite mai multe polizaharide - B-glucanii, glicogenul, amidonul, celuloza. Glucoza intra
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in componenta zaharozei, maltozei, lactozei, usor se absoarbe in sdnge. O altda monozaharida —
manoza (HOCH,(CHOH),CHO), este componenta mai multor polizaharide, in special a
mananilor.

In scopul selectdrii surselor adecvate de carbon pentru sinteza B-glucanilor au fost
efectuate cercetari de evaluare a efectelor diferitor compusi ai carbonului adaugat in mediile de
fermentatie YPD si Rieder in diferite concentratii.

Drept criterii de evaluare au servit continutul de biomasa celulard (gL mediu de cultura),
continutul de carbohidrati totali (% la B.U.), continutul de p-glucani (% la B.U. si gL mediu de
culturd).

Studiul efectelor glucozei, zaharozei, fructozei, manozei, melasei, etanolului in concentratii
de (w/v) 2% incluse in mediul de fermentatie YPD si 3% - in mediul Rieder a demonstrat ca pe
mediul de culturd YPD cantitatile de biomasd sunt semnificativ superioare celor obtinute pe
mediul Rieder (Figura 2.4a). De mentionat ca continutul de carbohidrati totali pentru toate
sursele de carbon testate este mai Tnalt pe mediul Rieder comparativ cu mediul YPD. Maximul

de carbohidrati 71,64% - 65,92% la B.U. s-a obtinut la suplimentarea mediului cu melasa sau

manoza (Figura 2.4b).
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Fig. 2.4. Efectul surselor de carbon asupra continutului de biomasa (a) si carbohidrati (b) la

tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20.

Cantitatea de B-glucani in toate variantele mediului YPD are valori de 15,27...18,91% din
B.U., maximul fiind specific glucozei. In cazul cultivarii levurii pe mediul Rieder continutul de
B-glucani se afla in limitele 14,16...19,85% la B.U., continutul maxim s-a obtinut in variantele de
mediu suplimentate cu glucoza, zaharoza si manoza (Figura 2.5a).

Comparand randamentele de producere a B-glucanilor de catre tulpina S. cerevisiae CNMN-
Y-20, putem afirma ca etanolul, manoza si zaharoza incluse in mediul YPD au cel mai

semnificativ rezultat — 0,937...1,129 gL™ mediu de cultivare (Figura 2.5b).
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Fig. 2.5. Efectul surselor de carbon asupra continutului de f-glucani la tulpina
S. cerevisiae CNMN-Y-20.

Pentru optimizarea mediului de culturd sunt necesare experiente de selectare a
concentratiilor optime a sursei de carbon. In experientele cu tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20,
au fost evaluate efectele diferitor concentratii, (W/v): 1%, 2%, 3%, 4%, 5% de glucoza adaugate
la mediul YPD si de zaharoza — la mediul Rieder.

Concentratiile surselor de carbon au fost selectate din diferite informatii bibliografice, care
indica ca valorile mai mari de 6% pot reprima multiplicarea levurilor [17].

In cazul utilizarii diferitor concentratii de glucoza observim o curba in crestere atit a
biomasei, cat si a carbohidratilor totali, sincronizata cu cresterea concentratiilor sursei de carbon
de la 1% la 4% (Figura 2.6a).

Acelasi efect de stimulare s-a constatat in experientele de evaluare a influentei diferitor
concentratii de glucoza asupra cantitatilor de B-glucani in biomasa tulpinii S. cerevisiae CNMN-
Y-20 (Figura 2.6b). Continutul maximal de B-glucani (19,23-19,8% la B.U.) s-a inregistrat in
variantele de mediu YPD cu 3-4% glucoza. Randamentul maxim de producere a B-glucanilor

exprimat la 1L de mediu s-a obtinut la utilizarea glucozei in concentratie de 4%.
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a) Concentratia glucozei b) Concentratia glucozei

Fig. 2.6. Efectul diferitor concentratii de glucoza asupra acumularii biomasei, carbohidratilor
totali (a) si continutului de B-glucani (b) la cultivare tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 pe
mediul YPD.

53



in continuare, in mod similar a fost studiat efectul diferitor concentratii de zaharoza, care
au substituit glucoza din mediul Rieder. In calitate de martor a servit mediul Rieder clasic cu 3%
de glucoza. Rezultatele sunt reflectate in Figura 2.7a, din care observam o crestere a cantitatilor
de carbohidrati pana la 60,14...63,0% la B.U. in variantele de mediu suplimentat cu 3, 4 sau 5%
zaharoza. Cantitatea de biomasa acumulata variaza in limitele 3,69...4,77 gL'l mediu de cultura.
Aprecierea continutului de B-glucani in biomasa uscata a evidentiat modificari nesemnificative in
dependentd de concentratiile zaharozei incluse in mediul de cultivare Rieder. Maximul
procentual 21,16% la B.U., cu 6,6% mai mult fatd de martor, s-a observat in varianta de mediu
cu 3% zaharoza, minimul procentual 15,28% la B.U. — in varianta cu 5% zaharoza. In probele
martor continutul de B-glucani constituie 19,85% la B.U. (Figura 2.7b). Recalculul continutului
de B-glucani la 1L mediu de cultura evidentiaza superioritatea variantei experimentale in care

zaharoza s-a introdus in concentratia de 3%.
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Fig. 2.7. Efectul diferitor concentratii de zaharoza asupra acumularii biomasei, carbohidratilor
totali (a) si continutului de B-glucani (b) la cultivarea tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 pe

mediul Rieder.

Din analiza comparativa a rezultatelor privitor la continutul de B-glucani obtinut pe mediile
YPD si Rieder se poate afirma ca pentru cercetdrile in vederea sporirii producerii de -glucani
este oportuna utilizarea mediului YPD cu continutul de glucoza in concentratie de 4%, codificat
— YPD-4 sau a mediului Rieder cu aplicarea a 3% zaharoza, codificat Rieder-M.

Studiul ce urmeaza este consacrat evaluarii actiunii diferitor surse de azot. Azotul este un
element esential pentru toate speciile de microorganisme si joaca un rol relevant intr-0 serie de
procese biologice implicate in cresterea si dezvoltarea organismului. Sursa preferata de azot este
sulfatul de amoniu, utilizat practic de toate microorganismele [195].

In vederea identificarii efectelor azotului asupra acumulirii biomasei, carbohidratilor totali

si B-glucanilor la tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20 au fost testate - sulfatul de amoniu
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(NH4)2SOy4 si hidrogenofosfatul de diamoniu (NH;)2HPOy4, in concentratie de (w/v): 0,1%; 0,2%;
0,3%; 0,4%; 0,5% la cultivarea levurii pe mediul YPD.

Analiza datelor obtinute la determinarea continutului de biomasa celulara a demonstrat
prezenta unor cantitdti importante in variantele de mediu YPD suplimentat cu hidrogenofosfatul
de amoniu. Pentru concentratiile cercetate a sursei de azot s-au inregistrat valori de 5,75...6,61
gL biomasa uscatd, cu 20,8...38,9% mai mult fata de martor. In varianta martor continutul de

biomasa constituie 4,76 gL™* (Figura 2.8a).
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Fig. 2.8. Efectul diferitor concentratii de azot asupra acumularii biomasei (a) si Sintezei

carbohidratilor totali (b) la cultivarea tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 pe mediul YPD.

Pentru ambii compusi de azot implicati in cercetare au fost obtinute rezultate
asemandtoare ce indicd diminuarea continutului de carbohidrati totali comparativ cu mediul
martor. Rezultatele obtinute in cazul utilizarii sulfatului de amoniu si cel al hidrogenofosfatului
de amoniu sunt reflectate in Figura 2.8b. Pentru toate concentratiile utilizate ale compusilor
azotati au fost obtinute cantitati de 33,12...45,19% la B.U. carbohidrati totali, valori care sunt
inferioare martorului - 53,56% la B.U.

Privitor la continutul de B-glucani in biomasa levurii, mentiondm o deosebire
semnificativa pentru variantele de mediu YPD cu sulfat de amoniu comparativ cu cel obtinut in
variantele cu hidrogenofosfat de amoniu.

Cantitatea de B-glucani in toate variantele de mediu suplimentate cu sulfat de amoniu
ating valori de 15,19...19,58% la B.U., fatd de 8,22...13,73% la B.U. obtinute in experimentele
cu hidrogenofosfatul de amoniu si au tendinta de diminuare odatd cu cresterea concentratiei
sursei de azot (Figura 2.9a). Deoarece continutul procentual al B-glucanilor in biomasa uscata
este mai mic in variantele experimentale comparativ cu martorul, concluzionam ca odata cu

activizarea procesului de multiplicare a levurii, biosinteza principiilor bioactive, in special a
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carbohidratilor totali si a B-glucanilor, se diminueaza, astfel se obtin cantitati mari de biomasa cu
continut mic de B-glucani.

Cercetarile, rezultatele carora sunt reflectate in Figura 2.9b, confirma concluzia ca
utilizarea surselor de azot, implicit a sulfatului de amoniu sau hidrogenofosfatului de amoniu,

duce la diminuarea eficientei mediului de cultura la producerea B-glucanilor.
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Fig. 2.9. Efectul diferitor concentratii de azot amoniacal asupra continutului de B-glucani la

cultivarea tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 pe mediul YPD.

In baza cercetirilor efectuate putem afirma cid din sursele de azot testate, numai
hidrogenofosfatul de amoniu asigura rentabilitate mediului de cultivare YPD pentru tulpina S.
cerevisiae CNMN-Y-20, datorita cresterii esentiale, cu 20,8...38,9% fatd de mediul martor, a
producerii de biomasa celulard. Sulfatul de amoniu si hidrogenofosfatul de amoniu in
concentratii de 0,1...0,5%, diminueaza semnificativ continutul de carbohidrati totali si B-glucani
la tulpina de levuri comparativ cu mediul martor.

Este cunoscut ca sarurile minerale joaca un rol deosebit in procesele de biosinteza si se
evidentiaza prin aceea ca acesti compusi pot reprezenta surse de elemente constitutive,
intermediari ai reactiilor de oxido-reducere, reglatori ai permeabilitatii membranelor celulare,
cofactori ai sistemelor enzimatice - metaloenzime. Sarurile furnizoare de microelemente sunt de
obicei sulfatii, fosfatii, nitratii, acetatii [17]. Un element important in metabolismul
microorganismelor este zincul, semnificativ pentru activitatea enzimelor zinccomponente.

In experientele noastre s-a urmdrit influenta acetatului de zinc asupra producerii P-
glucanilor la tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20. Compusul s-a adaugat in concentratii de 5, 10,
20, 30 mgL™ medii nutritive: YPD-4 — YPD modificat (glucoza 4%) si Rieder-M — Rieder
modificat (glucoza substituita cu 3% zaharozi). In calitate de martor au servit mediile enuntate

fara completarea cu acetat de zinc.
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Analiza rezultatelor a aratat, ca efectul acetatului de zinc este variabil si depinde de
concentratie si mediul de cultivare. Spre exemplu, acetatul de zinc in concentratii de 5, 10, 20, 30
mgL'1 mediu de cultura YPD-4 si Rieder-M micsoreaza nesemnificativ continutul de biomasa si
carbohidrati, comparativ cu martorul (Figura 2.10). Valorile continutului de biomasa uscata in
variantele experimentale cu mediul YPD-4 constituie 5,36...5,62 gL (Figura 2.10a). Majorarea
concentratiilor de acetat de zinc adaugat la mediul YPD-4 a determinat diminuarea continutului
de carbohidrati totali de la 46,93 (varianta cu 10 mgL™ acetat de zinc) la 43,97% la B.U.
(varianta cu 30 mgL™ acetat de zinc).

In cazul cultivarii tulpinii pe mediul Rieder-M, la care s-au addugat diferite concentratii de
acetat de zinc, biomasa celulard constituie 1,24...1,81 gL'l, in varianta martor - 2,0 gL'l.
Carbohidratii totali mentin aceiasi tendintd de micsorare a continutului lor legatd de sporirea

concentratiilor de acetat de zinc (Figura 2.10b).
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Fig. 2.10. Influenta acetatului de zinc asupra acumuldrii biomasei si carbohidratilor la tulpina S.

cerevisiae CNMN-Y-20 la cultivare pe mediul YPD-4 (a) si Rieder-M (b).

Legenda: martor | — mediul Rieder, martor Il — mediul M-4086.

Efect similar al acetatului de zinc a fost inregistrat in studiul continutului de B-glucani la
cultivarea tulpinii pe mediul YPD-4. Cantitatea de pB-glucani in variantele de mediu completat cu
compusul studiat este inferioara martorului cu 5,8-11,4% (Figura 2.11a). Deaceea in continuare
pentru cercetari a fost folosit mediul YPD-4.

Un aspect total diferit prezinta datele obtinute ca rezultat al studiului de evaluare a
influentei acetatului de zinc asupra continutului de B-glucani la cultivarea tulpinii pe mediul
Rieder-M. La cultivarea tulpinii pe mediul nominalizat se constata ca acetatul de zinc stimuleaza
biosinteza B-glucanilor. Valorile maximale ale continutului acestora constituie 23,38...27,46% la

B.U., ceea ce este cu 23,4...44,1% mai mult fata de martor (Figura 2.11b). De rand cu efectul

57



stimulator exercitat asupra continutului de B-glucani in biomasa levurii, dozele 10 si 20 mgL™

acetat de zinc intensifici randamentul mediului de culturd, obtindndu-se pani la 0,440 gL p-

glucani.
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Fig. 2.11. Influenta acetatului de zinc asupra continutului de f-glucani la tulpina
S. cerevisiae CNMN-Y-20 la cultivare pe mediile modificate YPD-4 (a) si Rieder-M (b).

Reiesind din aceste considerente, rezultatele experientelor monofactoriale pentru toti
compusii mediului de nutritie au fost supuse analizei statistice i regresionale. Dupa prelucrarea
rezultatelor, pentru mediul Rieder, au fost evidentiati 2 factori esentiali: zaharoza si acetatul de
zinc (CH3COO0),Zn), care pot influenta semnificativ biosinteza -glucanilor.

Rezultatele acestor investigatii au stat la baza optimizarii matematice a mediului de cultura
pentru levura S. cerevisiae CNMN-Y-20 in vederea obtinerii continutului maximal de B-glucani.

Optimizarea mediului de nutritie in scopul obtinerii unei cantitati maximale de B-glucani a
fost efectuata in cateva etape consecutive: experienta conform planului ,,Experienta factoriala
fractionata (EFF 22 )”, in timpul careia se determind directia varierii concentratiei factorilor (spre
marirea sau micsorarea concentratiei) si experienta conform planului ,,Miscarea pe gradient”, in
timpul careia se alege cea mai reusitd combinatie a factorilor esentiali si neesentiali.

Evidentierea factorilor cu efecte esentiale in procesul de acumulare a B-glucanilor a fost
efectuata in cateva trepte, utilizand metoda balantei aleatoare. La fiecare treapta s-au selectat
efectele cu valoare esentiala.

Initial a fost elaborat planul experientei factoriale fractionate EFF 22 (Tabelul 2.1).

Dupa rezultatele experientei EFF 2% au fost calculati coeficientii de regresie dupa
algoritmul lets [17] (Tabelul 2.2). Pe baza coeficientilor de regresie calculati a fost alcatuita
ecuatia de regresie, care are expresia: Y= 24,10 - 0,482 X; + 1,647 X, - 2,117 X1 Xz

In corespundere cu ecuatia dati a fost montati experienta ,,Miscarea pe gradient”, conform

planului din Tabelul 2.3.
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Tabelul 2.1. Informatia initiala despre factori

- Concentratia componentelor Pasul de
Componenta | Codifica — : — ..
mediului rea Minima Baza Maxima variatie,
-1 0 +1 A(i)
1 X1
Zaharoza, gL 30 35 40 5
Acetat de zinc,
1 Xz 10 15 20 5
mgL

Tabelul 2.2. Calcularea coeficientilor de regresie dupa schema Iets

Planul Rezultate Calculul efectelor Coeficientul
experientei | experimentale Pasul 1 Pasul 2 liniar de
(Y) regresie,
X1 Xa p-glucani, % b(i)
laS.U.
- - 20,82 Y1+Y2=4491 | Y1+Y, + Y3+Y,=96,41 24,10
+ - 24,09 Y3+Y4=515 | -Y1+Y,- Y3+Y,=-1,93 - 0,482
- + 28,35 Yo-Y1 =327 | -Y1-Yo+ Y3+Y,=6,59 1,647
+ + 23,15 Y4-Y3=-527 | Yi1-Y,-Y3tY,=-847 - 2,117
Tabelul 2.3. Planul experientelor ,,Miscarea pe gradient”
Valorile Factorii Biomasa | B-glucani, %
Zaharoza, | Acetatde zinc, | uscati, g la B.U.
X, X5 L™
Coeficient liniar de - 0,482 1, 647
regresie, b(i)
Unitéti de variatie 5 5
i)
b(i) - A(i) - 2,41 8,235
Coeficient de b(i) - A(i)Xo/ b(i) -
proportionalitate, K; 1 A()Xg
-3,42
Pasul pantei 2 -3,42 -2=-6,84
maximale, H(i)
Baza experimentului 35 15
Concentratia gL mgL™*
1 35,0 15,0 1,72+0,13 23,59+0,46
2 37,0 8,16 1,73+0,01 29,47+0,52
3 39,0 14 1,73+0,08 29,25+0,08
4 41,0 0 1,91£0,01 | 29,16+0,61
5 43,0 0 1,97+0,01 | 25,86+0,73

Nota * b(i) - coeficientul de regresie; A(i) — unitati de variatie; H(i) — pasul ascendentei.
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Conform datelor din Tabelul 2.3 nivelul maximal de sinteza a B-glucanilor (29,47+0,52%
la B.U.) pentru tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20 este determinat de urmatoarea componenta
cantitativa a mediului nutritiv, gL'lz zaharoza - 37,0; (NH4)2SO, - 3,0; MgSO,4+7H,0 - 0,7; NaCl
- 0,5; Ca(NOg3); - 0,4; KH,PO, - 1,0; acetat de zinc - 0,00816; autolizat de levuri - 10 ml; apa
potabila - 1L; pH- 5,0-6,0. Mediul optimizat a fost numit conventional R-ZZ [13].

Cantitatea netd de B-glucani pe mediul optimizat R-ZZ este de 0,510+0,01 gL™.

Mediul martor Rieder asigura obtinerea a 22,36+0,57% -glucani, iar mediul M-4086 —
12,61+0,45% B-glucani. Cantitatea neta de B-glucani pe mediul Rieder este de 0,467+0,02 gL‘l,
iar pe mediul M-4086 este de 0,501+0,02 gL™ [5]. Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 2.4.

Tabelul 2.4. Continutul de B-glucani, carbohidrati i biomasa la cultivarea tulpinii S. cerevisiae
CNMN-Y-20 pe diferite medii nutritive

Componente Mediul optimizat Mediul Rieder Mediul
evaluate R-ZZ (martor 1) M-4086
(martor I1)
B-glucani, % in 29,47+0,52 22,36+0,57 12,61+£0,45
peretele celular
B-glucani, gL™ mediu 0,510+0,01 0,467+0,02 0,501+0,02
de cultura
Carbohidrati totali, % 41,97+0,4 35,38+0,34 36,99+0,05
laB.U.
Biomasa uscata, gL'1 1,730,011 2,09+0,03 3,97+0,04
mediu de cultura

Astfel, prin analiza regresionald au fost determinate concentratiile optime a sursei de
carbon (zaharozei) si acetatului de zinc in componenta mediului nutritiv pentru sporirea cantitatii
de B-glucani la tulpina de levuri S. cerevisiae CNMN-Y-20.

Cercetdrile efectuate au finalizat cu elaborarea unui nou mediu de nutritie — R-ZZ pentru
cultivarea levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20 care permite obtinerea pana la 29,47+0,52% pB-

glucani in biomasa uscata, fata de 22,36+0,57% in mediul martor Rieder.

2.4. Influenta temperaturii, aeratiei si duratei de cultivare asupra biosintezei g-glucanilor
la tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20
O influenta semnificativa asupra cresterii si metabolismului microorganismelor o au

conditiile de cultivare. Temperatura, pH-ul, aeratia, durata procesului de cultivare determina
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activitatea fiziologicd a microorganismelor §i actioneazd asupra compozitiei biochimice a
acestora [66, 82, 228, 233].

Se stie ca procesul de crestere al levurilor este deosebit de sensibil la temperatura. Sub
actiunea temperaturii se modifica durata etapelor de dezvoltare a microorganismului — lag-fazei,
fazei exponentiale, fazei stationare si a termenilor de manifestare a activitatii biochimice —
biosintezei enzimelor, proteinelor si altor substante biologic active [60]. La temperaturi extreme,
mecanismele de reglare ale celulei sunt afectate, astfel ca randamentul producerii principiilor
bioactive se modificd. De exemplu, la aceeasi tulpind pentru cresterea masei celulare este
necesard o0 anumitd temperaturd optimd, iar pentru producerea principiilor bioactive sunt
necesare alte valori de temperatura [16]. Diferite valori de temperatura pot influenta procesele de
biosintezad a carbohidratilor, in special a B-glucanilor, astfel prin cultivarea dirijata a tulpinii de
levuri se pot obtine B-glucani cu structura programata.

Pentru selectarea valorilor de temperatura adecvate biosintezei B-glucanilor la tulpina S.
cerevisiae CNMN-Y-20 s-a studiat influenta a 4 regimuri termice — 15, 20, 25, 30°C. Cultivarea
s-a realizat submers in baloane Erlenmeyer cu volumul de 100 ml pe agitator rotativ (200
rot/min). Probele au fost prelevate la 120 ore de cultivare. Celule se recupereazd prin
centrifugare la 3000 rot/min, timp de 15 minute. Ulterior s-a determinat cantitatea de biomasa, de
carbohidrati totali si f-glucani. In rezultatul cercetarilor s-a stabilit, ca temperatura optima pentru
multiplicarea celulelor este de 15...25°C la care tulpina timp de 120 ore acumuleaza o cantitate
maxima de biomasda. Majorarea temperaturii de cultivare pana la 30°C induce o incetinire a
procesului de multiplicare a levurii (Figura 2.12a). Faptul poate fi explicat prin cresterea
esentiala in celulele de levuri, la cultivarea la temperaturi elevate, a concentratiei compusilor
toxici reprezentati de formele active ale oxigenului (anionul superoxid (Oy), peroxidul de
hidrogen (H20,) si radicalii hidroxili (OH"). Formarea acestor compusi duce la distrugerea

membranelor, denaturarea proteinelor si ADN-ului si moartea celulelor [94, 236].
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Fig. 2.12. Efectul temperaturii de cultivare asupra acumularii biomasei, carbohidratilor totali (a)

si B-glucanilor (b) la tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20.

61



Cu toate ca tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20 a manifestat activitate maximala la cultivare
in regimul de 30°C (Figura 2.12), calculul pentru cantitatea neta de p-glucani la 1 L mediu de
cultura arata, ca productivitate sporitd a tulpinii (0,792 g/L) poate fi obtinuta la cultivarea in
regimul de 25°C (Figura 2.12b).

Unul din factorii decisivi ai procesului de dezvoltare a microorganismelor aerobe este
alimentarea cu oxigen. Necesarul de oxigen pune problema dizolvarii acestuia in mediu cu o
viteza care sd corespundd cerintelor fata de oxigen ale microorganismului aflat la o viteza
maxima de crestere. Viteza de dizolvare a oxigenului depinde de temperatura, de concentratia
unor componente ale mediului, in special al zaharurilor. Numeroase investigatii efectuate de
cercetatori au evidentiat faptul, ca la concentratii mari de zahar, inhibitia cresterii se datoreaza
stresului osmotic ce influenteaza procesele legate de difuzie si deshidratare. Pe de alta parte,
pornind de la aceeasi cantitate de glucoza, dar in conditiile unei oxigenari puternice, se produce o
cantitate mult mai mare de celule decat in conditii de oxigenare redusd [16]. Prezenta unei
concentratii mari de glucoza, in conditiile unei oxigendri puternice, duce la inhibarea sintezei
citocromilor a, b, ¢ si, ca urmare, la represia respiratiei celulare. Aceasta afecteaza metabolismul
celulelor, deoarece NADH acumulat inhiba sistemul piruvat dehidrogenazic, ceea ce determind
incetarea activitatii ciclului Krebs, represia fosforilarii oxidative, inhibarea producerii de ATP si
afectarea transportului transmembranar al glucozei [16]. Acest efect prezintd o importanta
deosebita in performanta proceselor biotehnologice.

Pornind de la aceste premize, cercetarile experimentale ulterioare s-au axat pe elucidarea
efectelor influentei gradului de aerare a mediului de cultivare asupra biosintezei B-glucanilor la
tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20. Tulpina a fost cultivatd pe mediul nutritiv R-ZZ optimizat.
Influenta oxigenului dizolvat asupra procesului de biosinteza s-a urmarit in conditii de cultivare
pe agitator (200 rot/min) si stationar la temperatura de 25°C, durata de cultivare - 120 ore.

Gradul de aerare, In conditiile cultivarii submerse in baloane Erlenmeyer, a fost modificat
prin varierea volumului baloanelor: 1) baloane cu capacitatea 0,25 L ce contin 0,15 L mediu
nutritiv, 2) baloane cu capacitatea 0,50 L ce contin 0,15 L mediu nutritiv, 3) baloane cu
capacitatea 0,75 L ce contin 0,15 L mediu nutritiv, 4) baloane cu capacitatea 1,0 L ce contin 0,15
L mediu nutritiv. Ca martor a servit aceleasi variante cultivate stationar. Rezultatele variatilor
continutului de oxigen molecular determinat la 120 ore de cultivare sunt reflectate in Figura
2.13.

Cercetdrile au demonstrat cd la cultivarea tulpinii in conditii de agitare continutul de

biomasa, carbohidrati si -glucani este semnificativ mai mare comparativ cu cel obtinut in
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conditii de stationare, in care continutul de oxigen este redus si constituie 3,4...9,8 mg/L (Figura
2.14).
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Fig. 2.13. Continutul de oxigen molecular in variantele experimentale si martor la
cultivarea tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20.
Legenda: Variante: 1 - baloane cu capacitatea 0,25 L; 2 - baloane cu capacitatea 0,5 L; 3

- baloane cu capacitatea 0,75 L; 4 - baloane cu capacitatea 1,0 L.

Pentru multiplicare si biosinteza carbohidratilor, inclusiv a B-glucanilor este optima
cultivarea tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 in baloane cu capacitatea de 0,75-1,0 L, gradul de
aerare fiind mai mare (81,3...83,3 mg O,/L), gratie faptului ca se mareste suprafata de contact al
fazei lichide cu aerul. In aceste conditii continutul de B-glucani constituie 0,674 g/L mediu de

cultura, fata de 0,424 g/L calculat in varianta cultivarii stationare (Figura 2.14).
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Fig. 2.14. Efectul gradului de aerare asupra acumularii biomasei (a), carbohidratilor (b) si
B-glucanilor (c, d) la tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20.
Legenda: variante - 1) baloane cu capacitatea 0,25 L; 2) baloane cu capacitatea 0,50 L;

3) baloane cu capacitatea 0,75 L; 4) baloane cu capacitatea 1,0 L.
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In continuare s-a studiat influenta duratei de cultivare a tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20
asupra biosintezei B-glucanilor. in baza studiului bibliografic s-a constatat ca sinteza unui anumit
produs la levuri este asociata cu fazele de dezvoltare. Din aceste considerente este important de a
stabili pentru tulpina selectata relatiile dintre procesul de multiplicare si biosinteza a B-glucanilor
in dinamica.

Cercetarile au fost efectuate la cultivarea tulpinii pe mediul nutritiv optimizat R-ZZ la
temperatura de 25°C, pe agitator rotativ (200 rot/min) si concentratia O, de la 80,3...85,0 mg/L,
durata cultivarii - 7 zile. La fiecare 24 ore de cultivare au fost prelevate probe pentru a stabili
acumularea biomasei celulare, continutul de carbohidrati totali si de f-glucani.

Datele ce reflecta dinamica acumularii biomasei, carbohidratilor totali si B-glucanilor de

catre tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20 sunt prezentate in Figura 2.15.
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Fig. 2.15. Dinamica acumularii biomasei, carbohidratilor totali (a) si B-glucanilor (b) la

tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20.

S-a constatat ca acumularea biomasei este intensa in primele 48 ore de cultivare, dupa care
acest proces se stabilizeaza si dupd 72 ore de la inceputul procesului de dezvoltare se intensifica
acumularea de glucide in celule (Figura 2.15a). Majorarea continutului de carbohidrati in
biomasd in faza respectivdi de dezvoltare a levurilor poate fi explicata prin diminuarea
continutului de azot in mediu, fapt ce duce la stoparea proceselor de multiplicare si biosinteza
activa a componentelor celulare si poate fi considerata o adaptare la continutul mediului nutritiv.
Aceste date coreleaza cu datele altor autori [150].

O acumulare semnificativa a PB-glucanilor in peretele celular la tulpina S. cerevisiae
CNMN-Y-20 se produce peste 96 ore de cultivare submersa, valori care practic nu se modifica
pe parcursul urmatoarelor ore de cultivare (Figura 2.15b). Continutul maximal al B-glucanilor

0,559 g/L se observa la 120 ore de cultivare a levurii.
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Influenta pH-ului asupra proceselor de crestere si biosinteza la microorganisme este
complexa. Intr-un ciclu de cultivare, pH-ul optim in faza de crestere a masei celulare are o
valoare, iar in faza de sinteza a produsului o alta valoare. Deci, in cele doud etape tehnologice,
trebuie asigurate valori optime diferite pentru pH. Din aceste considerente, in timpul procesului
de crestere este necesar ca pH-ul mediului de culturd sa fie permanent monitorizat.

Modificarea pH-ului mediului de cultivare initial 5,5 observat pe durata cresterii tulpinii S.

cerevisiae CNMN-Y-20 este reflectata in Figura 2.16.
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Fig. 2.16. Modificarea pH-ului mediului de cultivare pe durata ciclului vital a tulpinii
S. cerevisiae CNMN-Y-20 pe mediul R-ZZ.

S-a constatat ca tulpina poseda un puternic mecanism de reglare a pH-ului mediului de
cultura. Stabilizarea valorilor pH-ului se produce dupa 48 ore de cultivare. Continutul maximal
de biomasa determinat in primele 48 ore de cultivare (Figura 2.16) poate fi caracterizat ca unul
pozitiv deoarece la etapele ulterioare de dezvoltare, cand pH mediului de cultivare scade, se
inlatura posibilitatea de contaminare bacteriana.

Astfel, ca rezultat al studiului efectuat asupra influentei diferitor parametri de cultivare a
levurii, s-a stabilit cd temperatura favorabild pentru producerea [B-glucanilor este de 25°C,
valoarea optima a concentratiei oxigenului dizolvat in mediul de cultura — 81,3...83,3 mg/L,

durata optima de cultivare a tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 este 120 ore.

2.5. Procedeu de sporire a continutului de B-glucani la tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20 cu
aplicarea mediului nutritiv si conditiilor de cultivare optimizate

Cercetarile de optimizare a compozitiei mediului nutritiv si a conditiilor de cultivare au
permis de a elabora un procedeu de sporire a continutului de B-glucani avand ca obiect

biotehnologic tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20, care poate fi realizat in mai multe variante.
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a) Procedeu de cultivare a tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 pe mediu R-ZZ.
Procedeul se realizeaza in urmatorul mod:

Se prepara mediul nutritiv R-ZZ cu urmatoarea componenta (gL‘l): zaharoza - 37,0,
(NH4)2S04 - 3,0; MgSQO47H,0 - 0,7; NaCl - 0,5; Ca(NO3), - 0,4; KH,PO, - 1,0; acetat de zinc —
0,00816; autolizat de levuri - 10 ml; apa potabila - 1 L; pH - 5,0-6,0. Mediul se inoculeaza cu
celule de levuri cultivate pe must de bere cu varsta de 48 ore. Materialul semincer cu densitatea
2x10° celule/ml se introduce in volum de 5% din volumul mediului nutritiv si se cultivd pe
agitator (200 rot/min), la temperatura de 25°C, valoarea optima a concentratiei O, - 81,3...83,3
mgL™, pe parcursul a 120 ore.

Biomasa se colecteaza prin centrifugare, se supune autolizei urmatd de efectuarea
analizelor biochimice de rigoare si standardizarea bioprodusului dupa continutul de B-glucani.

Procedeul asigura obtinerea a 2,18+0,38 gL biomasa uscati, care contine 28,74+0,96% la
B.U. B-glucani. Cantitatea neta de p-glucani care se obtine la aplicarea acestui procedeu este de
0,620:0,086 gL! mediu de cultura (Tabelul 2.5).

Tabelul 2.5. Indicii bioproductivi ai tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 la

cultivare cu utilizarea mediului R-ZZ

Indici bioproductivi Procedeu nou Procedeu cunoscut Avantajul
procedeului
nou, %
Biomasa uscata, g/L. 2,18+0,38 2,09+0,03 4,3
Carbohidrati totali, % 37,65+2,88 35,38+0,34 6,4
la B.U.
B-glucani, % la B.U. 28,74+0,96 22,36+0,57 28,5
B-glucani, g/L mediu 0,620+0,086 0,467+0,02 32,8
de cultura

Procedeul standard cu utilizarea mediului clasic Rieder permite obtinerea a 2,09+0,03 gL™
biomasa uscata, 22,36+0,57% la B.U. B-glucani. Cantitatea netd de p-glucani care se obtine la
aplicarea acestui procedeu este de 0,467+0,02 gL mediu de cultura.

Avantajul procedeului elaborat consta in producerea cu 32,8% mai mult B-glucani la 1 L

mediu de cultura [22].
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b) Procedeu de cultivare a tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 pe mediu YPD-4.
Procedeul se realizeaza in urmatorul mod:

Se prepard mediul nutritiv YPD-4 cu urmitoarea componenta (gL™): 1% extract de levuri,
2% peptond, 4% glucoza, apa potabila - 1 L, pH - 5,0-6,0. Mediul se inoculeaza cu celule de
levuri cu varsta de 48 ore cultivate pe must de bere. Materialul semincer cu densitatea 2x10°
celule/ml se introduce in volum de 5% din volumul mediului nutritiv i se cultiva pe agitator
(200 rot/min), la temperatura de 25°C, valoarea optima a concentratiei O, — 81,3...83,3 mgL‘l,
pe parcursul a 120 ore.

Biomasa se colecteaza prin centrifugare si se supune autolizei urmata de separarca [3-
glucanilor din peretii celulari.

Procedeul asigura obtinerea a 5,8+0,17 gL'1 B.U., care contine 45,35+0,51% din B.U.
carbohidrati totali si 19,8+1,64% la B.U. B-glucani. Cantitatea neta de B-glucani care se obtine la
aplicarea acestui procedeu este de 1,14+0,07 gL mediu de cultura.

Procedeul standard cu utilizarea mediului clasic YPD permite obtinerea a 3,91+1,06 gL™
biomasa uscatd, 19,06+0,09% la B.U. B-glucani. Cantitatea neta de B-glucani care se obtine la

aplicarea acestui procedeu este de 0,748+0,207 gL mediu de cultura (Tabelul 2.6).

Tabelul 2.6. Indicii bioproductivi ai tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 la

cultivare cu utilizarea mediului YPD-4

Indici bioproductivi Procedeu nou Procedeu cunoscut Avantajul
procedeului
nou, %
Biomasa uscata, g/L 5,8+0,17 3,91+1,06 48,7
Carbohidrati totali, % 45,35+0,51 40,93+0,92 10,8
laB.U.
B-glucani, % la B.U. 19,8+1,64 19,06+0,09 3,9
B-glucani, g/L mediu 1,14+0,07 0,748+0,207 52,4
de cultura

Avantajele procedeului elaborat constau in producerea cu 48,7% biomasa uscata si cu
52,4% mai mult B-glucani la 1 L mediu de cultura.
Astfel, analiza comparativa a rezultatelor obtinute cu datele din literatura de specialitate

[47, 48, 128] ne permite sa afirmam ca procedeul elaborat de sporire a biosintezei B-glucanilor in
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biomasa de S. cerevisiae CNMN-Y-20 asigura obtinerea unor cantitati considerabile de acest

compus cu valoare fiziologica inaltd. Datoritd simplitatii etapelor de realizare, procedeul de

sinteza orientatd a B-glucanilor de catre tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20 poate fi incadrat cu

succes in fluxurile tehnologice de producere industriala.

2.6. Concluzii la capitolul 2

1.

Procedeul de dezintegrare a celulelor cu aplicarea omogenizarii biomasei celulare timp de
10 minute asigurd un grad de distrugere a peretilor celulari de 95%. Aplicarea procedeului
dat in Tmbinare cu tratarea alcalin-acida sporeste cu 34,5% continutul de B-glucani extrasi
din peretii celulari levurieni si reduce durata de extragere cu 24 ore comparativ cu
procedeul martor [19].

Din sursele de carbon investigate capacitate maxima de a spori acumularea B-glucanilor in
biomasa tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 poseda glucoza si zaharoza. Biosinteza sporita
de B-glucani s-a inregistrat la cultivarea tulpinii pe mediul YPD completat cu 3-4%
glucoza si mediul Rieder completat cu 3% zaharoza [21].

Sulfatul de amoniu si hidrogenofosfatul de amoniu in concentratii de 0,1...0,5%,
suplimentat la mediul YPD, diminueaza semnificativ continutul de B-glucani la tulpina de
levuri S. cerevisiae  CNMN-Y-20. Eficienta hidrogenofosfatului de amoniu a fost
demonstratd numai pentru acumularea biomasei celulare, care a sporit cu 38,9% fata de
martor [21].

Acetatul de zinc in concentratii de 5-30 mg/L, adaugat la mediul de cultura Rieder-M,
asigurd sporirea cu 23...44,1% fatd de martor a continutului de B-glucani in biomasa S.
cerevisiae CNMN-Y-20 [21].

Aplicarea metodelor matematice de planificare a experientelor a permis de a elabora un
mediu nutritiv, cu aplicarea concentratiilor optime ale acetatului de zinc si zaharozei,
codificat R-ZZ. Mediul nutritiv elaborat asigura o sinteza sporita a 3-glucanilor cu 31,8%
fata de martor [13].

Conditiile optime pentru biosinteza B-glucanilor la tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20,
cultivata pe mediile elaborate sunt: temperatura de 25°C, gradul de aerare 81,3...83,3
mg/L, durata de cultivare submersa 120 ore [22].

Procedeul elaborat, bazat pe utilizarea mediilor nutritive R-ZZ si YPD-4, conditiilor de
cultivare optimizate, permite obtinerea a 0,620 si respectiv 1,14 gL™ B-glucani, ce este cu
32,8 respectiv 52,4% mai mult comparativ cu procedeele cunoscute [22].
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3. POTENTIALUL BIOTEHNOLOGIC A LEVURII SACCHAROMYCES CEREVISIAE
CNMN-Y-20 SUB INFLUENTA NANOPARTICULELOR OXIZILOR METALICI

Dezvoltarea stiintei i tehnologiei in ultimul deceniu se caracterizeaza prin studii intensive
asupra proprietdtilor obiectelor nanodimensionale si prin elaborarea diferitor tehnologii de
aplicare a acestora in practica. Analiza ampla si generalizarea literaturii de specialitate efectuata
in capitolul 1, evidentiaza perspectiva utilizdrii nanoparticulelor in calitate de reglatori ai
cresterii si stimulatori a indicilor productivi si biosintetici ai microorganismelor, in special ai
levurilor.

Perspective biotehnologice privind aplicarea nanoparticulelor ZnO 1in diferite domenii sunt
mentionate in publicatiile [199, 258] in care este descris rolul acestora in produsele cosmetice, in
procesul de prevenire a toxiinfectiilor alimentare datorat activitatii antimicrobiene a diferitor
nanoparticule, etc. Este de mentionat faptul ca nanoparticulele ZnO in Cconcentratii mai mari de
50 mg/L sunt toxice pentru S. cerevisiae [92].

Zincul este un microelement strict necesar pentru structura, multiplicarea, cresterea si
dezvoltarea levurilor, ce intra in compozitia a cca 300 enzime, ce mediaza procesele metabolice,
sinteza AND, ARN-ului si proteinelor [229]. In lucririle mai multor autori sunt expuse
rezultatele influentei diferitor nanoparticule (oxizi ai Au, Ag, Ti, Si, Zn) asupra celulei
microbiene din care concluziondm ca acestea, In dependentd de structura si concentratie, pot
stimula sau inhiba cresterea si activitatea biosintetica a microorganismelor [59, 109].

Un alt tip de nanoparticule cu efect reglator sunt cele ale dioxidului de titan. Comparativ cu
alti agenti antimicrobieni, TiO, meritd atentie datoritd stabilitatii Tnalte, toxicitatii joase pentru
mediul ambiant, costului relativ mic, activitatii biologice, etc. Posibile mecanisme de influenta a
nanoparticulelor TiO; la nivel celular au fost cercetate de catre mai multi specialisti in domeniu
care au elucidat unele procese ce au loc in cazul aplicarii nanoparticulelor [110, 178]. Conform
rezultatelor din literatura de specialitate, concentratia minim inhibitorie (MIC - minimum
inhibitory concentration) a nanoparticulelor variaza in dependenta de microorganismul cercetat.
Spre exemplu, pentru Escherichia coli si Candida albicans MIC a nanoparticulelor TiO,
constituie 9,7 pg ml™, iar pentru Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus
subtilis MIC este de 19,0-19,5 ug ml™ [204].

In general, schimbirile in starea fiziologici a celulei si reactia la influenta factorilor externi
sunt legate de structura si dinamica peretelui celular. Conform cercetarilor Ya-Nan Chang [269],
mecanismul de influentd a nanoparticulelor CuO si ZnO asupra celulei microbiene este complex

si atrage asupra sa modificari atat in membrana celulara cat si in citoplasma.
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Asadar, aplicarea nanoparticulelor anorganice la cultivarea microorganismelor prezinta un
domeniu relativ nou, putin explorat in cercetarile de nanobiotehnologie.

Cele expuse mai sus determina importanta evaluarii efectelor nanoparticulelor oxizilor de
metale asupra tulpinii de levuri S. cerevisiae CNMN-Y-20 si aprecierea perspectivelor de
aplicare ale acestora in biotehnologia cultivarii levurilor in vederea sporirii potentialului
biosintetic.

Luand in consideratic cele expuse scopul capitolului consta in elucidarea actiunii
nanoparticulelor ZnO si TiO, asupra biosintezei B-glucanilor si altor constituiente celulare a

levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20.

3.1. Materiale si metode de cercetare

In vederea realizrii scopului acestui capitol, in cercetdri au fost utilizate trei tipuri de
nanoparticule (NPs): ZnO cu dimensiunile 10 si 30 nm, stabilizate in poli(N-vinilpirolidon)
(Poly(N-vinylpyrrolide)) (PVP) [123] si TiO, cu dimensiunea 30 nm, obtinute prin metoda zol-
gel asistata cu ultrasunet [44], puse la dispozitia de catre cercetatorii Institutului de Inginerie
Electronica si Nanotehnologii. Concentratiile nanoparticulelor utilizate la cultivarea levurilor au
constituit 0,5; 1; 5; 10; 15; 20 mg/L. Nanoparticulele s-au adaugat sub forma de emulsie la etapa
inocularii tulpinii.

Tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20 a fost cultivatad pe mediul nutritiv YPD cu urmatoarea
componenta: 1% extract de drojdie, 2% peptona, 2% glucoza, apa potabild 1 L, pH-5,5 [48].

Cultivarea submersa s-a efectuat in baloane Erlenmeyer cu capacitate de 1,0 L, pe agitator
cu viteza de rotatie 200 rot/min, la temperatura de 25°C, gradul de aerare — 81,3...83,3 mg/L,
durata de cultivare submersa — 120 ore. Mediul lichid de fermentare s-a insaméantat in volum de
5% cu inocul 2x10° celule/ml.

Prepararea inoculului, determinarea numarului de celule dezvoltate pe mediul lichid,
viabilitatea celulelor, examinarea formei si dimensiunilor celulelor, determinarea biomaseli
levurii, substantei uscate a biomasei, continutului de carbohidrati totali, continutului de B-glucani
s-au efectuat in conformitate cu metodele descrise in capitolul 2.

Determinarea proteinei a fost efectuata spectrofotometric dupa metoda Lowry [162].

Metoda este bazata pe determinarea intensitatii coloratiei solutiei de proteine prin
combinarea a doua reactii: Biuret (de identificare a legaturilor peptidice) si Folin (oxidarea
resturilor proteice aromatice aminoacizilor tirozina si cisteina) din componenta moleculei de

proteind. Ultima reactie constd in reducerea amestecului de acizi fosfovolframic si
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fosfomolibdenic cu formarea unui compus complex colorat in albastru. Intensitatea coloratiei
este proportionald cu cantitatea de proteine in materialul cercetat.

Protocolul experimental incepe cu extractia proteinelor: la 0,1 ml proba biomasa de levuri
(7,0 mg/ml) se adauga 0,9 ml NaOH 0,1N si se lasa 30 minute. Dupa care la 0,1 ml din solutia
datd se adauga 0,4 ml apa distilata si 2,0 ml reactiv Biuret, se agitd si se lasa 10 minute la
temperatura camerei. Se adauga 0,2 ml reactiv Folin si se agita energic. Proba se lasa timp de 30
minute pentru dezvoltarea coloratiei si se masoara absorbanta solutiei la spectrofotometru la
lungimea de unda 750 nm in cuve cu grosimea stratului de 1,0 cm.

Calcularea cantitatii de proteine se efectueaza dupa curba de calibrare construita in baza
unor dilutii succesive ale solutiei standart de albumina.

Cantitatea de proteine se determina dupa formula:

c(%)=E750-d-K-100%/m, unde: (3.2)
E7s0— absorbanta probei la lungimea de unda 750 nm;

K — coeficientul de recalculare a cantitatii de peptide in mg/ml;

d — dilutia probei;

m — masa probei absolut uscate (mg);

¢ - continutul de proteine in % din BAU.

Activitatea catalazei a fost stabilita conform metodei descrise de Aebi [46], adaptata pentru
levuri de Efremova [6].

Biomasa tulpinii de levuri S. cerevisiae se supune autolizei la temperatura de 30...35°C
timp de 20...24 ore, cu agitare periodica. Apoi se determina continutul de proteine in autolizatul
obtinut. Urmatoarea etapd este pregatirea solutiilor pentru determinarea activitatii catalazei:
0,05M de tampon fosfat cu pH-7,0 si solutie de peroxid de hidrogen de 0,06%. Pregatirea solutiei
de peroxid de hidrogen se efectueaza in felul urmator: la 50 ml de 0,05M de tampon fosfat cu
pH-7,0 ce contine 5 mM de EDTA se adaugd 0,1 ml de H,O, de 33%, solutia obtinuta se
incubeazi la temperatura de 25°C. Se pregiteste amestecul de reactie pentru determinarea
activitatii catalazei. In flacoane de sticld cu volumul de 3 ml se adaugi 2,9 ml de solutie de
peroxid de hidrogen de 0,06% si 0,1 ml de material biologic (autolizat de levuri S. cerevisiae).
Proba experimentala se dilueaza de 30 ori cu apa distilata. In proba de control se adaugi aceiasi
reagenti in consecutivitatea descrisd mai sus, dar in loc de material biologic se adaugd 0,1 ml de
solutie de 0,05M de tampon fosfat cu pH-7,0. Amestecul de reactie se agita si se toarnd in cuvele
spectrofotometrice cu volumul de 3 ml. Urmatoarea etapd este determinarea indicilor
spectrofotometrici care vor fi utilizati pentru a calcula viteza de scadere a densitatii optice intr-un

interval de timp, la lungimea de unda de 240 nm (AE/t). Scaderea densitatii optice se datoreaza
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descompunerii peroxidului de hidrogen in prezenta catalazei. Masurarea densitatii optice a
produsului reactiei in raport cu solutia tampon fosfat se efectueaza spectrofotometric la lungimea
de unda de 240 nm peste 15 s. Activitatea catalazei se exprima in U/mg de proteine. O unitate
enzimatica descompune 1 pmol de H,O,/min, la temperatura de 25°C si pH-7,0. Se calculeaza
activitatea CAT conform formulei:

Activitatea CAT (U/mg de proteine) = (AEproba/t-AEcontrol/t)-d-V probei de
reactie/0,0436-Cproteine, unde: (3.2)

AEproba — variatia densitatii optice a probei experimentale la lungimea de unda de 240

nm.

3.2. Efectele nanoparticulelor dioxidului de titan asupra biosintezei B-glucanilor si altor
constituiente celulare a levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20

Functionalitatea nanoparticulelor (NPs) de TiO, este expusa in diferite publicatii in care se
mentioneazd eficienta utilizarii acestora in industria alimentard, medicind, microbiologie,
cosmetologie, la producerea vopselelor, pigmentilor [178].

Un studiu de evaluare a influentei nanoparticulelor TiO,, ZrO; si Fe,O3 asupra consumului
de Oy si integritatii membranei celulare la drojdia S. cerevisiae a efectuat Lila Otero-Gonzales,
care a stabilit cd concentratiile pana la 1000 mg/L nu sunt toxice pentru drojdie [193].

In legiturd cu faptul ci in ultimul timp, tot mai des se mentioneaza efectele pozitive ale
nanoparticulelor TiO; in biotehnologia cultivarii levurilor, in vederea sporirii productiei de f-
glucani. Pentru a demonstra eficienta utilizarii nanoparticulelor TiO; (30 nm) in tehnicile de
cultivare a levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20, a fost initiat un studiu de apreciere a modificarilor
urmatorilor indicatori bioproductivi: multiplicarea, productia de biomasa, continutul de proteine,
de carbohidrati si B-glucani. Totodata s-a cercetat activitatea enzimei antioxidante — catalaza.

Studierea si evidentierea particularitatilor de actiune a nanoparticulelor TiO, asupra
multiplicarii celulelor s-a monitorizat timp de 48 ore de cultivare.

Rezultatele experimentale ale influentei NPs TiO, asupra reproducerii celulelor sunt
prezentate in Figura 3.1 din care este evident ca densitatea optica (OD), determinata la lungimea
de unda A=670 nm, in probele experimentale ale tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 nu difera
substantial de proba martor. Procesele care au loc in fiecare din etapele vitale ale levurii decurg

in conformitate cu schemele clasice.
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Fig. 3.1. Multiplicarea celulelor S. cerevisiae CNMN-Y-20 la cultivarea in prezenta NPs TiO, in

functie de concentratie si durata de contact.

Deoarece in conditiile fizico-chimice de cultivare modificate, cultura isi poate schimba
indicii de productivitate ca o reactic de raspuns, in continuare a fost studiat potentialul de
producere de catre levura a biomasei celulare. Astfel, cantitatea de biomasa uscata obtinuta dupa
120 ore de cultivare in profunzime in prezenta nanoparticulelor dioxidului de titan in concentratii

de 0,5-20 mg/L s-a micsorat nesemnificativ (cu 3-6%) comparativ cu martorul (Figura 3.2).

Biomasa celulara, g/L

100
98

96 T T
94 ~ T
92 +
90 +
88 - - - . . .
0,5 1 5 10 15 20

% la martor

Concentratia NPs, mg/L

Fig. 3.2. Efectul diferitor concentratii a nanoparticulelor TiO; asupra continutului de biomasa la

tulpina de levuri S. cerevisiae CNMN-Y-20.

Din punct de vedere biotehnologic este de a stabili gradul de modificare a capacitatilor
biosintetice a culturii de levuri la actiunea nanoparticulelor aplicate in procesul de cultivare.
Astfel, in continuare a fost cercetata influenta nanoparticulelor TiO, asupra sintezei proteinelor la
tulpina in studiu. Analiza comparativa a rezultatelor prezentate in Figura 3.3 a pus in evidenta 0

cantitate redusa de proteine (in raport cu martorul) in biomasa levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20,
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la cultivare in variantele experimentale cu aplicarea NPs TiO,. Semnificative (cu 14,5-19,5%
mai jos fatd de proba de referintd) sunt probele experimentale in care au fost aplicate

concentratiile 0,5-1,0 mg/L de NPs TiO..
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Fig. 3.3. Efectul nanoparticulelor TiO, asupra continutului de proteine in biomasa levuriana, in

functie de concentratie.

In cadrul experientelor ulterioare a fost monitorizat continutul de carbohidrati totali si p-
glucani la levura S. cerevisiae CNMN-Y-20. Studierea si evidentierea particularitatilor de
actiune a nanoparticulelor dioxidului de titan asupra cantitatii de carbohidrati in biomasa a pus in
evidenta valori diferite in functie de concentratia utilizati de nanoparticule. In variantele
experimentale de cultivare a tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 in prezenta nanoparticulelor
TiO; in diapazonul de concentratii 0,5; 1,0; 5,0; 10,0 si 15,0 mg/L s-a inregistrat o majorare cu
1-7,5% a continutului de carbohidrati in functie de concentratie (Figura 3.4). Astfel, s-a
demonstrat ca nanoparticulele TiO, se manifesta ca reglatori si pot asigura o acumulare usoara a

carbohidratilor la S. cerevisiae CNMN-20.
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Fig. 3.4. Efectele nanoparticulelor TiO; asupra acumularii carbohidratilor la tulpina de levuri S.

cerevisiae CNMN-Y-20 in functie de concentratie.
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Determinarea continutului de B-glucani, a indicat ca in biomasa levurii S. cerevisiae
CNMN-20, la cultivare in prezenta nanoparticulelor TiO2, au loc variatii nesemnificative a
acestui parametru comparativ cu proba martor. Astfel, sporirea continutului de B-glucani cu 7,2-
19,8% mai mult comparativ cu martorul s-a observat la aplicarea concentratiilor de 10,0-20,0
mg/L si a constituit 18,8-21,0% la S.U. (Figura 3.5). La concentratii mai mici a nanoparticulelor
TiO, (0,5-5,0 mg/L), efectul de stimulare lipseste.
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Fig. 3.5. Continutul de B-glucani in biomasa S. cerevisiae CNMN-Y-20 la

cultivare in prezenta diferitor concentratii nanoparticulelor TiO,.

.....

nanoparticulelor TiO; in biotehnologia cultivarii levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20 si obtinerii -
glucanilor. Rezultatele au demonstrat eficienta utilizarii nanoparticulelor TiO, la cultivarea
tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 pentru majorarea randamentului de acumulare a B-glucanilor.
In rezultatul cercetarilor efectuate, putem afirma ca gradul de actiune a nanoparticulelor TiO,
este determinat de concentratiile utilizate. Proprietatile depistate ale nanoparticulelor TiO;
prezintd oportunitate de aplicare in biotehnologia cultivarii levurilor si obtinerii unor

componente polizaharidice [254].

3.3. Efectele nanoparticulelor oxidului de zinc asupra biosintezei P-glucanilor si altor
constituiente celulare ale levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20 in functie de dimensiuni

Pentru caracteristica comparativa a efectelor nanoparticulelor ZnO in functie de dimensiuni
au fost selectati urmatorii indicatori bioproductivi ai tulpinii de levuri S. cerevisiae CNMN-Y-
20: gradul multiplicarii levurii, acumularea biomasei celulare, continutul de proteine,

carbohidrati totali, B-glucani, precum si activitatea enzimelor antioxidante.
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Pentru a aprecia ritmul de crestere a levurii, nanoparticulele ZnO cu dimensiunile 10 si 30
nm au fost adaugate in mediu de culturd YPD, in concentratii de 0,5; 1,0 mg/L. Procesul de
reproducere a celulelor s-a monitorizat timp de 48 ore de cultivare in profunzime, perioada care
cuprinde toate fazele procesului de multiplicare a celulei levuriene: lag, log, stationara, declin si
moarte celulara. Multiplicarea culturii s-a determinat dupa 6, 24 si 48 ore de cultivare in
profunzime. Rezultatele redate in Figura 3.6a, b demonstreaza ca, atat sub influenta
nanoparticulelor ZnO cu dimensiunile de 10 nm, in concentratii de 0,5; 1 mg/L, cat si sub
influenta celor cu dimensiunile de 30 nm, nu se produc devieri semnificative a multiplicarii

celulelor comparativ cu proba martor.

Multiplicarea, concentratia NPs Multiplicarea, concentratia NPs
0,5 mg/L 1 mg/L
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Fig. 3.6. Multiplicarea S. cerevisiae CNMN-Y-20 la cultivare in prezenta nanoparticulelor ZnO

cu diferite dimensiuni in functie de durata de contact: a) 5 mg/L; b) 10 mg/L.

Biomasa este unul din parametrii bioproductivi importanti ai culturii de levuri S. cerevisiae
CNMN-Y-20. Aceasta a fost colectatd la finele ciclului vital, dupa 120 ore de cultivare, prin
centrifugare, si supusa analizelor biochimice. Figura 3.7 reda grafic continutul de biomasa
acumulat de S. cerevisiae CNMN-Y-20 la cultivare in prezenta nanoparticulelor ZnO cu diferite
dimensiuni. Astfel, continutul de biomasa acumulat prezinta o stabilitate relativa pentru levura
cultivatd in prezenta nanoparticulelor ZnO cu dimensiuni de 10 nm. In cazul cultivarii levurii
studiate Tn prezenta nanoparticulelor ZnO cu dimensiuni de 30 nm se observa o inhibitie usoara
cu 3,2% comparativ cu proba martor.

De rand cu polizaharidele, lipidele si acizii nucleici, printre constituentii bioactivi
importanti ai biomasei levuriene, se numara si proteinele, care in calitate de enzime catalizeaza
diferite reactii biochimice sau pot juca un rol important in mentinerea integritatii celulare
(proteinele din peretele celular). Sub actiunea diferitor factori chimici (acizi, baze, solventi
organici), factori fizici (ultrasunet, radiatii de diversa natura, temperaturda) sau mecanici (agitare),

are loc modificarea structurii proteinelor, care poate fi reversibila sau ireversibila.
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Fig. 3.7. Cantitatea de biomasa a S. cerevisiae CNMN-Y-20 la cultivare in prezenta

nanoparticulelor ZnO cu diferite dimensiuni.

Din aceste considerente, ne-am propus sa identificam efectul nanoparticulelor ZnO asupra
continutului de proteine in biomasa levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20. Rezultatele obtinute
demonstreaza ca continutul de proteine in biomasd se modificd in functie de dimensiunile
nanoparticulelor utilizate. Pentru nanoparticulele cu dimensiunile mici (10 nm) este specifica o
micsorare relativa (cu 4,7-15,1%) a cantitatii de proteine. Nanoparticulele ZnO cu dimensiunile
mai mari, (30 nm), aplicate in concentratie de 1 mg/L, prezinta un efect pozitiv mai clar conturat,
astfel incat cantitatea de proteine in aceasta variantd experimentala atinge valori cu 10% mai

mari, decat cantitatea de proteine determinata in martor (Figura 3.8.).
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Fig. 3.8. Continutul de proteine in biomasa S. cerevisiae CNMN-Y-20 la cultivare in prezenta

nanoparticulelor ZnO cu diferite dimensiuni.

In continuare a fost cercetat si stabilit continutul de carbohidrati totali si cel al fractiei de -
glucani in biomasa levurii la cultivarea ei in prezenta nanoparticulelor ZnO cu diferite
dimensiuni. In variantele de cultivare a levurii in prezenta nanoparticulelor ZnO cu dimensiunile

de 10 nm, valorile continutului de carbohidrati totali au fost apropiate de cele din proba martor
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(Figura 3.9a). Analiza statistica a rezultatelor obtinute la cultivarea in prezenta nanoparticulelor

ZnO cu dimensiunile de 30 nm ne demonstreaza o inhibitie usoara a continutului de carbohidrati

totali cu 7% fata de proba martor (Figura 3.9a).
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Fig. 3.9. Continutul de carbohiodrati (a) si p-glucani (b) in biomasa S. cerevisiae CNMN-Y-20 la

cultivare in prezenta nanoparticulelor ZnO cu diferite dimensiuni.

Studiul continutului de pB-glucani in biomasa celulard din variantele cu utilizarea
nanoparticulelor ZnO cu dimensiunile de 30 nm a inregistrat un spor mai mare cu 5% comparativ
cu cel din variantele cu aplicarea nanoparticulelor cu dimensiunile de 10 nm. Continutul de B-
glucani in variantele cu aplicarea nanoparticulelor cu dimensiunile de 10 nm a fost comparabil
cu proba martor (Figura 3.9b).

Nanoparticulele ZnO au provocat o intensificare a activitatii catalazei, valorile maximale
fiind atinse in cazul utilizarii nanoparticulelor ZnO cu dimensiunile de 30 nm, care in
concentratie de 1 mg/L intensificd cu 6% activitatea catalazei fatd de cea apreciatd in martor.
Pentru nanoparticulele cu dimensiunile de 10 nm, activitatea catalazei inregistrata in variantele
experimentale este mai joasa cu pana la 27,1% fata de cea a martorului (Figura 3.10). Fluctuatiile
activitatii catalazei explica devieri de la starea normala a celulei, concretizate in productia de

peroxizi si radicali liberi, care pot afecta componentele celulare.
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Fig. 3.10. Activitatea catalazei a S. cerevisiae CNMN-Y-20 la cultivare in prezenta

nanoparticulelor ZnO cu diferite dimensiuni.
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Generalizand rezultatele obtinute in acest studiu putem deduce, ca parametrii bioproductivi
ai tulpinii de levuri S. cerevisiae CNMN-Y-20, la cultivare in prezenta nanoparticulelor ZnO, se
modificad in functie de dimensiunile utilizate. Rezultatele obtinute la stabilirea caracterului
actiunii nanoparticulelor ZnO asupra proceselor biosintetice la S. cerevisiae CNMN-Y-20 pot
servi ca suport pentru cercetdrile ulterioare efectuate in scopul modelarii proceselor de biosinteza
a principiilor bioactive de catre levurd in functie de concentratiile nanoparticulelor. Rezultatele
modeste obtinute ne-au sugerat necesitatea continuarii cercetarilor in directia majorarii

concentratiilor [14, 254].

3.4. Efectele nanoparticulelor oxidului de zinc asupra biosintezei P-glucanilor si altor
constituiente celulare a levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20, in functie de concentratie

Pentru studiul efectelor in functie de concentratic in continuare au fost selectate
nanoparticule ZnO cu dimensiunile 10 si 30 nm si concentratiile nanoparticulelor 5, 10 si 15
mg/L adaugate in mediu de culturda YPD. In mod identic subcapitolului 3.3 s-au studiat indicii
bioproductivi: procesul de multiplicare, acumularea biomasei celulare, continutul de proteine,
carbohidrati totali, B-glucani, precum si activitatea catalazei.

Multiplicarea culturii s-a determinat dupa 6, 24 si 48 ore de cultivare in profunzime.
Rezultatele demonstreaza ca sub influenta nanoparticulelor ZnO cu dimensiunile de 10 nm, in
concentratii de 5, 10 si 15 mg/L, nu se produc modificiri semnificative In procesul de
multiplicare a celulelor comparativ cu proba martor. in variantele experimentale cu utilizarea
nanoparticulelor ZnO cu dimensiunile 30 nm, gradul de multiplicare al culturii de levuri prezinta
devieri in raport cu martorul, indeosebi dupa 6 ore de cultivare in prezenta concentratiei de 5
mg/L care amplifica procesul de multiplicare cu 7%. Rezultatele experimentale ale influentei
nanoparticulelor ZnO asupra reproducerii celulelor sunt prezentate in Figura 3.11 a, b, c.

Studiul privind continutul de biomasd uscatd obtinutd dupa 120 ore de cultivare in
profunzime a relevat ca nanoparticule ZnO cu dimensiunea 10 nm sunt tolerate de catre tulpina
S. cerevisiae CNMN-Y-20 si prezinta o stabilitate relativa comparativ cu proba martor.

Variatii ale continutului de biomasa s-au observat la administrarea a 5, 10 si 15 mg/L a
nanoparticulelor ZnO cu dimensiunile de 30 nm. In aceste probe cantitatea de biomasi a
diminuat cu 3,5-5,8% fata de martor (Figura 3.12).

Un indicator important, ce caracterizeaza desfasurarea proceselor metabolice a culturii de
levuri supusa actiunii diferitor factori de cultivare, sunt proteinele. Analiza comparativa a
cantitatii de proteine acumulate de levura S. cerevisiae CNMN-Y-20 in experiente arata ca

nanoparticule ZnO cu dimensiunile 10 nm in concentratii 5-15 mg/L micsoreaza continutul
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acestora 1n biomasa cu 10,7-15,4% in comparatie cu proba martor (Figura 3.13). Datele cu
privire la cantitatea de proteine in biomasa levurii din variantele experimentale cu aplicarea
nanoparticulelor ZnO cu dimensiuni de 30 nm demonstreaza un efect opus — pozitiv, astfel incat

continutul de proteine in varianta cu concentratia 5 mg/L atinge valori cu 18% mai inalte, decat

cantitatea de proteine determinata in martor.
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Fig. 3.11. Multiplicarea S. cerevisiae CNMN-Y-20 la cultivare in prezenta nanoparticulelor ZnO
in functie de concentratie si durata de contact: a) 5 mg/L; b) 10 mg/L; c) 15 mg/L.
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Fig. 3.12. Continutul de biomasa a S. cerevisiae CNMN-Y-20 la cultivare in prezenta

nanoparticulelor ZnO 1in functie de concentratie.
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Fig. 3.13. Continutul de proteine in biomasa S. cerevisiae CNMN-Y-20 la cultivare in prezenta

nanoparticulelor ZnO in functie de concentratie.

In continuare, un studiu similar a fost realizat pentru determinarea continutului de
carbohidrati si PB-glucani in biomasa levurii la utilizarea nanoparticulelor ZnO. Analiza
rezultatelor continutului de carbohidrati a pus in evidenta tendinta de crestere a acestui indice in
probele experimentale cu aplicarea nanoparticulelor ZnO de 30 nm in concentratiile de 5, 10 si
15 mg/L. In acest caz, continutul de carbohidrati totali s-a majorat cu 16-22,3% comparativ cu
martorul. In variantele de cultivare a levurii in prezenta nanoparticulelor ZnO cu dimensiunile
de 10 nm, valorile continutului de carbohidrati totali au fost comparabile cu martorul (Figura

3.14a).
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Fig. 3.14. Continutul de carbohidrati (a) si B-glucani (b) in biomasa S. cerevisiae CNMN-Y-20 la
cultivare in prezenta nanoparticulelor ZnO in functie de concentratie.

Rezultate similare s-au inregistrat si in cazul B-glucanilor. Continutul de B-glucani in

biomasa celulara din variantele cu utilizarea nanoparticulelor ZnO cu dimensiunile de 30 nm a

inregistrat un spor mai mare comparativ cu cel din variantele cu aplicarea nanoparticulelor cu

dimensiunile de 10 nm. Cresterea continutului de B-glucani este specifica tuturor concentratiilor
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nanoparticulelor ZnO, valorile experimentale fiind cu 9-19% mai inalte fata de martor (Figura
3.14b). Insd cresterea cantititii de B-glucani in biomasi este mai putin evidenti odati cu
majorarea concentratiei nanoparticulelor.

Nanoparticulele ZnO in dependenta de concentratie aplicata au provocat 0 majorare
evidentd a activitatii catalazei, valorile maximale fiind atinse in cazul utilizarii nanoparticulelor
Zn0O cu dimensiunile de 30 nm, care in concentratic de 5 mg/L asigura intensificarea cu 13% a
activitatii catalazei fata de cea apreciata in martor. Pentru nanoparticulele cu dimensiunile de 10
nm, activitatea catalazei inregistrata in variantele experimentale este mai joasa cu pana la 38,6%

fata de cea a martorului (Figura 3.15).
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Fig. 3.15. Activitatea catalazei a S. cerevisiae CNMN-Y-20 la cultivare in prezenta

nanoparticulelor ZnO 1in functie de concentratie.

Generalizand rezultatele acestui studiu putem concluziona cd gradul de actiune a
nanoparticulelor asupra dezvoltarii tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 este determinat de
dimensiunile, concentratiile si durata de contact. Nanoparticulele ZnO cu dimensiunile de 30 nm,
in concentratie de 5 §i 10 mg/L, asigura sporirea moderata a cantitatii de carbohidrati, B-glucani,
proteine in biomasa levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20, dar initiazd o micsorare relativa a
continutului de biomasa celulara. Pentru sporirea randamentului procedeelor de cultivare dirijata
a tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 si obtinerea B-glucanilor se recomanda nanoparticulele ZnO

cu dimensiunile de 30 nm in concentratie de 5-10 mg/L [14].

3.5. Efectele nanoparticulelor oxidului de zinc in combinatie cu alcoolul etilic asupra
biosintezei B-glucanilor si altor constituiente celulare a levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20
Deoarece levurile isi pot modifica indicii de productivitate si caracterele morfo-culturale ca

raspuns la schimbarea conditiilor fizico-chimice de cultivare, iar pe durata dezvoltarii
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saharomicetelor in mediul nutritiv se acumuleaza anumite cantitati de alcool etilic, scopul
cercetarilor expuse mai jos a constat in aprecierea gradului de influenta a nanoparticulelor
oxidului de zinc (30 nm) asupra morfologiei celulelor, reproducerii, productivitatii si indicilor
biosintetici ai S. cerevisiae CNMN-Y-20 in prezenta alcoolului etilic in mediul nutritiv in
concentratie de 2, 5 si 10%.

Initial a fost cercetatd morfologia celulelor levuriene cultivate pe mediul YPD suplinit cu
alcool etilic. Observatiile microscopice denota prezenta unor modificari nesemnificative ale
morfologiei celulelor levurii la cultivare in prezenta alcoolului. De regula, celulele sunt ovale sau
rotunde, cu inmugurire polard, ce formeaza asce din celula diploidd cu ascospori neeliberati,
rotunzi sau ovali. Dimensiunile celulelor in proba martor si in cea experimentala cu 2% alcool
variaza in diapazonul 5-10 pm (Figura 3.16 a, b). In variantele experimentale, sub influenta
alcoolului in volum de 5% majoritatea celulelor au dimensiuni mai mici (Figura 3.16 c). in cazul
cultivarii levurii pe mediu YPD cu 10% alcool, se intdlnesc atat celule cu dimensiuni mai mici

fatd de martor, cat si celule cu dimensiuni mai mari de 10 um (Figura 3.16 d).
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Fig. 3.16. Aspectul celulelor levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20 la cultivare pe mediul YPD in
prezenta diferitor concentratii de alcool (puterea de marire 1600).

Legenda: a - martor, b - 2% alcool, ¢ - 5% alcool, d - 10% alcool.

Ulterior, s-a cercetat actiunea diferitor concentratii de alcool asupra multiplicarii celulelor.
Monitorizarea reproducerii celulelor in variantele martor si experimentale a demonstrat pericolul
evident al alcoolului inclus in mediul de cultura YPD in concentratie de 10%. Multiplicarea

celulelor s-a redus de 2 ori comparativ cu proba martor (Figura 3.17).
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Fig. 3.17. Multiplicarea celulelor levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20 la cultivare pe mediul YPD

in prezenta alcoolului etilic.

Efectul inhibitor al alcoolului, utilizat in concentratie de 10% in mediul de cultivare a
levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20, s-a observat si in cazul acumularii biomasei celulare, dupa
120 ore de cultivare in profunzime. Din datele Figurii 3.18 concluzionam ca sub influenta
alcoolului are loc 0 micsorare evidenta (cu 71%) comparativ cu proba martor a continutului de
biomasa obtinuta la 1L mediu de cultura. Totodata, concentratia de 2% de alcool, induce
activizarea procesului de multiplicare a celulelor (Figura 3.17) si a cantitatii de biomasa (Figura
3.18). Rezultatele cercetarilor influentei alcoolului in concentratii de 2, 5, 10% asupra
componentelor celulare a levurii au demonstrat efecte diferite.

Alcoolul administrat in concentratiile testate manifesta efecte pozitive asupra biosintezei 3-
glucanilor, continutul carora este superior martorului cu 10-13% (Figura 3.18), insa continutul de
proteine la cultura de levuri, la concentratiile de 2, 5 si 10% alcool, se micsoreaza cu 10-15%.
Efectul negativ al prezentei alcoolului este confirmat si de activitatea catalazei. In conditiile cand
continutul de alcool in mediul de cultura atinge valori de 10%, are loc o activizare a catalazei,

ceea ce indica asupra toxicitatii alcoolului pentru tulpina studiata (Figura 3.18).
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Fig. 3.18. Modificarea productivitatii si continutului de principii bioactive la S. cerevisiae
CNMN-Y-20 sub influenta alcoolului, % la martor.
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Prin urmare, datele obtinute confirma faptul ca alcoolul etilic influenteaza asupra celulelor
levuriene, induce schimbari in procesele vitale, iar in concentratii inalte provoaca aparitia
stresului alcoolic, care duce la degradarea membranelor celulare si moartea celulelor. In acest
context prezinta interes cercetdrile ce tin de posibilitatea diminuarii efectului negativ al
alcoolului prin utilizarea nanoparticulelor oxidului de zinc.

Conform unor lucrari stiintifice publicate in revistele de specialitate, nanoparticulele,
datorita dimensiunilor mici (1-100 nm) si proprietatilor fizice si chimice unicale, ar putea
provoca modificari substantiale in diferite sisteme biologice. Astfel, s-a stabilit ca
nanoparticulele ZnO pot stimula activitatea enzimatica a levurii S. cerevisiae [59]. Autorii
mentioneaza ca nanoparticulele ZnO cu toate ca au inhibat cresterea celulara, totusi au
neutralizat efectul negativ al alcoolului asupra activitatii p-glucozidazei, sporind cantitatea de
enzime produsa de catre levuri. Aceste rezultate ofera perspective noi privind aplicarea
nanoparticulelor ZnO pentru a spori producerea B-glucozidazei, care este 0 enzima industriala
importanta.

in scopul obtinerii unei informatii mai ample despre influenta nanoparticulelor oxidului de
zinc asupra tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20, in conditii de stres alcoolic, s-au monitorizat
modificarile care se produc in morfologia celulelor, precum si in procesul de multiplicare si
productia de biomasa celulara. Datele obtinute in investigatiile realizate au demonstrat
modificari ale dimensiunilor celulelor in variantele experimentale, sub influenta diferitor
concentratii de nanoparticule incluse atat in mediul YPD cu 2% alcool, cét si in cel suplimentat
cu 5% alcool (Figura 3.19 si 3.20). Observatiile microscopice sugereaza ca in celula au loc
modificari esentiale ale proceselor metabolice, iar schimbarea morfologiei celulelor ovale in
forme rotunde si transparente se datoreaza probabil fenomenului de apoptoza indusa [11].

in continuare, s-au efectuat cercetiri de evidentiere a particularitatilor de actiune a
nanoparticulelor ZnO (30 nm) in combinatie cu diferite concentratii de alcool etilic asupra
multiplicarii celulelor. Rezultatele experimentale ale influentei nanoparticulelor ZnO utilizate in
concentratii de la 5 mg/L pana la 15 mg/L in combinatie cu alcoolul in concentratie de 2% si 5%
asupra reproducerii celulelor sunt prezentate in Figura 3.21.

Analiza datelor obtinute prin prisma efectului de actiune a nanoparticulelor oxidului de
zinc in combinatie cu diferite concentratii de alcool etilic asupra reproducerii celulelor levurii, a
demonstrat faptul ca pe durata a 48 ore de cultivare se semnaleaza o reducere a capacitatilor de
multiplicare a celulelor, efect mai pronuntat observandu-se dupa 6 ore. Rata de multiplicare a

celulelor in perioada mentionata scade cu 20-40% la suta si este specifica atat pentru combinatia
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2% alcool si nanoparticule in concentratiile de 5, 10 si 15 mg/L, atat si pentru combinatia 5%

alcool si nanoparticule in concentratiile de 5, 10 si 15 mg/L (Figura 3.21a, b).

a)

= d) &
Fig. 3.19. Efectele nanoparticulelor ZnO (30 nm) asupra morfologiei celulelor levurii S.
cerevisiae CNMN-Y-20 la cultivare pe mediul YPD cu 2% alcool (puterea de marire 1600).
Legenda: a - martor, b - 2% alcool+5 mg/L NPs ZnO, ¢ - 2% alcool+10 mg/L NPs ZnO, d - 2%
alcool+15 mg/L NPs ZnO.

a) c) '
Fig. 3.20. Efectele nanoparticulelor ZnO (30 nm) asupra morfologiei celulelor levurii S.
cerevisiae CNMN-Y-20 la cultivare pe mediul YPD cu 5% alcool (puterea de marire 640).
Legenda: a - martor, b - 5% alcool+5 mg/L NPs ZnO, ¢ - 5% alcool+10 mg/L NPs ZnO.
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Fig. 3.21. Efectele nanoparticulelor ZnO (30 nm) asupra ratei de multiplicare a celulelor levurii

S. cerevisiae CNMN-Y-20 la cultivare pe mediul YPD suplinit cu alcool etilic: a - 2%, b - 5%.
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Efect similar se observa si in cazul productiei de biomasa celulara. Din datele obtinute in
experiente, la cultivarea in profunzime timp de 120 ore, se observa ca administrarea a 2% alcool
si nanoparticulelor ZnO 1in concentratie de 5, 10 si 15 mg/L, spre deosebire de martor a
conditionat schimbari in cantitatea de biomasd acumulata, cu precadere, in variantele care
contineau 5% alcool si 10, 15 mg/L nanoparticule ZnO, in care biomasa uscata s-a redus cu 13-
18% (Figura 3.22).

Biomasa uscata, g/L

100 -
p -
280 -
3
£ 60 -
=40 |
AN
© 20 -
0 - T T T T T

2%alc.+5 2%alc.+10 2%alc.+15 5%alc.+5 5% alc.+10 5% alc.+15
mg/INPs  mg/INPs  mg/INPs  mg/INPs  mg/l NPs  mg/l NPs

Fig. 3.22. Efectele nanoparticulelor ZnO (30 nm) asupra productiei de biomasa S. cerevisiae
CNMN-Y-20 la cultivare pe mediul YPD in conditii de stres alcoolic.

Determinarea cantitativa a proteinelor in biomasa levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20 scoate
in evidenta faptul ca nanoparticulele ZnO, aplicate in combinatie cu 2% alcool etilic, nu
modifica semnificativ continutul acestora. Nivelul de proteine in variantele experimentale este cu
4-7% sub nivelurile depistate in variantele martor (Figura 3.23). Totodata, rezultatele influentei
nanoparticulelor ZnO administrate in prezenta concentratiei mai mare de alcool din mediul
nutritiv (5%) indica un trend de actiune diferit celui descris pentru varianta cu 2% alcool si
nanoparticule ZnO 1in concentratii 5, 10, 15 mg/L. Nivelul de proteine in variantele
experimentale 5% alcool si nanoparticule ZnO creste nesemnificativ, cu 4-5% fata de continutul
de proteine depistat in variantele martor (Figura 3.23). Astfel, analiza comparativa a rezultatelor
experimentale privind continutul de proteine in biomasa levuriana la cultivare numai in prezenta
alcoolului si la cultivare pe mediu suplinit cu alcool si nanoparticule ZnO (30 nm) in diferite
concentratii, putem concluziona ca nanoparticulele ZnO, intr-o masura ori alta inlatura efectele
negative ale alcoolului asupra proceselor de biosinteza a proteinelor. Actiunea nanoparticulelor
in cazul dat, poate fi explicata, probabil, prin includerea ionilor de zinc in procesele biosintetice

si de regenerare a peretelui celular, prin intermediul enzimelor care mediaza aceste procese.
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Fig. 3.23. Efectele nanoparticulelor ZnO (30 nm) in combinatie cu alcoolul etilic asupra

continutului de proteine la S. cerevisiae CNMN-Y-20.

In ceea ce priveste cantititile de carbohidrati si B-glucani in biomasa levurii, observam ci
combinatia alcool si nanoparticulele ZnO provoaca activizarea procesului de biosinteza.
Rezultatele obtinute indica efectul cumulativ pozitiv al acestor doi factori de cultivare.
Continutul carbohidratilor si f-glucanilor creste in functie de concentratii cu 10,7-16,6% si 12,1-
19,9% respectiv, comparativ cu variantele martor (Figura 3.24 a, b). Un efect stimulator maximal
pentru continutul de B-glucani se observa la utilizarea combinatiei 2% alcool si 5 mg/L

nanoparticule ZnO (30 nm).
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a) Concentratia NPs ZnO, mg/L b) Concentratia NPs ZnO, mg/L

Fig. 3.24. Efectele nanoparticulelor ZnO (30 nm) in combinatie cu alcool asupra continutului de

carbohidrati (a) si B-glucani (b) la S. cerevisiae CNMN-Y-20.

In asa mod, datele obtinute au confirmat ci nanoparticulele ZnO nu pot inlitura efectul
negativ al concentratiilor inalte de alcool etilic asupra multiplicarii celulelor S. cerevisiae
CNMN-Y-20 si productiei de biomasd, in acelasi timp influenteazd pozitiv procesul de

biosinteza a proteinelor. Aplicarea nanoparticulelor ZnO (30 nm) in procesul de cultivare a
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levurii, poate fi precautata ca un factor eficient de sporire a productiei de B-glucani sub aspect
industrial.

In termeni de toxicitate, o importanti mare o au valorile activititii enzimelor antioxidante.
Rezultatele activitatii catalazei in variantele cu aplicarea diferitor concentratii de nanoparticule
ZnO in combinatie cu alcoolul sunt similare cu rezultatele obtinute de noi la determinarea
efectelor nanoparticulelor asupra componentelor biochimice determinate in biomasa levurii.
Activitatea catalazei variaza nesemnificativ in functie de concentratiile de nanoparticule utilizate
la cultivarea tulpinii de levuri. Daca 0 sa operam cu cifre absolute, atunci, la concentratia cea mai
mare 15 mg/L a nanoparticulelor, semnalam o sporire a activitatii catalazei cu 10-16%
comparativ cu martorul, ceea ce ne indica ca celula levuriand neutralizeaza efectul compusului in

masura necesara (Figura 3.25).
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Fig. 3.25. Activitatea catalazei in biomasa S. cerevisiae CNMN-Y-20, la cultivare in prezenta

nanoparticulelor ZnO (30mn) in combinatie cu alcool.

Tinand cont de faptul ca administrarea nanoparticulelor ZnO in mediul nutritiv suplinit cu
alcool etilic stimuleazd continutul de B-glucani la S. cerevisiae CNMN-Y-20, s-a recurs la
analiza comparativa a ratelor de crestere specifice biomasei celulare si continutului de f-glucani.
Rezultatele au aratat ca rata specifica de crestere a levurii este cea mai mare (de 6,02-6,16 g/L
biomasa uscatd), la cultivarea In prezenta nanoparticulelor oxidului de zinc, comparativ cu alte
variante experimentale, iar cea mai mica rata de crestere (1,55 g/L biomasa uscatd) s-a observat
la cultivarea levurii pe mediul YPD cu 10% alcool (Tabelul 3.1). in cazul acumularii p-
glucanilor, cele mai inalte valori (21,25-22,55% la S.U.) s-au observat in mediul nutritiv

suplimentat cu alcool in concentratie de 2% si nanoparticule ZnO.

89



Tabelul 3.1. Cantitatea de biomasa si continutul de B-glucani la S. cerevisiae CNMN-Y-20 la

cultivare pe mediul YPD in prezenta nanoparticulelor ZnO (30 nm) si alcoolului etilic

Concentratia | Concentratia Cantitatea de Continutul de pB-glucani
de etanol NPs ZnO biomasé uscata
(%, Vviv) (mg/L) g/L %la | %laS.U. % la g/L % la
martor martor martor

0 0 5,37+0,45 100 18,8+1,4 100 1,01 100
2 0 6,06+1,3 113 20,01+£3,4 | 106,4 1,21 119,8
5 0 5,52+0,9 103 20,86+5,5 | 110,9 1,15 113,8
10 0 1,554+0,3 29 21,0+1,6 1117 0,32 31,7
0 5 6,02+0,08 112 20,52+1,0 | 109,1 1,23 121,7
0 10 6,16+0,28 115 19,14+0,17 | 101,8 1,18 116,8
0 15 6,02+0,18 112 18,78+109 99,9 1,13 111,0
2 5 5,88+1,2 109 22,55+1,9 | 1199 1,32 130,7
2 10 5, 81+1,5 108 21,28+1,9 113,1 1,24 122,7
2 15 5,74+1,3 107 21,25+2.4 113 1,21 119,8
5 5 5,08+2,4 95 19,5+1,9 103,7 0,99 98,0
5 10 44421 82 21,08+2,5 | 112,1 0,92 91,1
5 15 4,65+2,3 86 19,32+2,3 | 102,7 0,89 88,1

Valorile indicate de catre martor in experientele efectuate fiind de 18,8% la S.U. B-glucani.
Nivelul productiei de B-glucani in variantele experimentale a variat de la 0,32 g/L pana la 1,32
g/L, maximele find specifice prezentei in mediul nutritiv a 2% alcool si 5 mg/L nanoparticule
ZnO [88].

3.6. Procedeu de cultivare a levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20 cu utilizarea nanoparticulelor
oxidului de zinc
Analizand rezultatele experientelor efectuate putem recomanda un procedeu nou de sinteza
orientatd a P-glucanilor, care constd in adaugarea la mediul de nutritie YPD a 5 mg/L
nanoparticulelor ZnO in combinatie cu alcoolul etilic in volum de 2%. Aplicarea procedeului
permite de a obtine 1,32 g/L B-glucani, ceea ce constituie cu 30,7% mai mult fata de martor.
Procedeul elaborat consta in prepararea mediului nutritiv YPD cu urmatoarea componenta,

g/L: peptona - 20,0; glucoza - 20,0; extract de levuri -10,0. pH-ul mediului se ajusteaza la valori
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intre 5,5-6,6. La acest mediu se adauga suplimentar o cantitate de 5 mg/L nanoparticule ZnO,

stabilizate in poli(N-vinilpirolidon), cu dimensiuni de 30 nm si 2% alcool (v/v). In mediul

preparat se introduce inoculul (culturd de levuri cu vérsta de 24 ore) in volum de 5%, (2X106

celule/ml), necesare pentru a asigura etapele de dezvoltare a culturii. Cultivarea se efectueaza la

temperatura de 25+1°C, aerare continua (81,3...83,3 mg/L oxigen solvit), durata de cultivare

submersa 120 ore. Din biomasa colectata prin centrifugare la 3000 rot/min timp de 15 minute, se

extrag B-glucanii [88].

3.7. Concluzii la capitolul 3

1.

Nanoparticulele TiO, cu dimensiuni de 30 nm nu modificd semnificativ procesul de
reproducere a celulelor, productia de biomasa, continutul de carbohidrati la levura S.
cerevisiae CNMN-Y-20. in concentratii de 10,0-15,0 mg/L stimuleazi biosinteza pB-
glucanilor cu 7,2-19,8% comparativ cu proba martor [254].

Parametrii bioproductivi ai tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 la cultivare in prezenta
nanoparticulelor ZnO se modifica in functie de dimensiuni si concentratie. Cantitatea de -
glucani in biomasa celulard din variantele cu utilizarea nanoparticulelor cu dimensiuni de
30 nm inregistreazd un spor mai mare comparativ cu cel din variantele cu dimensiuni a
nanoparticulelor de 10 nm. Pentru concentratiile mai mari de nanoparticule ZnO se atesta
cantitdti mai mici de B-glucani. Pentru sporirea randamentului de producere a -glucanilor
se recomanda utilizarea nanoparticulelor ZnO cu dimensiuni de 30 nm in concentratie de
5-10 mg/L [14, 254].

Nanoparticulele ZnO (30 nm) nu pot inlatura efectul negativ al concentratiilor inalte (10%)
de alcool etilic asupra multiplicarii celulelor S. cerevisiae CNMN-Y-20 si productiei de
biomasa, dar sunt eficiente pentru procesul de biosinteza a -glucanilor, care se amplifica
in cazul prezentei in mediul nutritiv a 2% alcool si 5 mg/L nanoparticule ZnO. Nivelul

productiei de B-glucani creste cu 30,7% [11, 88].
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4. ELABORAREA TEHNOLOGIEI DE CULTIVARE A TULPINII S. CEREVISIAE
CNMN-Y-20 SI DE OBTINERE A B-GLUCANILOR

Levurile genului Saccharomyces au o istoric lunga de utilizare in diferite ramuri ale
economiei. Datorita eficacitatii in producerea diferitor produse, S. cerevisiae fara dubii este cel
mai solicitat microorganism biotehnologic. Folosit la producerea painii, berii si vinurilor, cel mai
vechi utilizat de om microorganism, a stat si la baza primelor procese biotehnologice din lume.
In acelasi timp levurile reprezinti un obiect biotehnologic de mare perspectiva, care gratie
compozitiei sale biochimice complexe, sunt considerate ca sursa valoroasa atat de nutrienti cu
valoare energetica si nutritionald ridicata, cat si de substante biologic active cu spectru larg de
aplicare. In acest context interes sporit prezintd levurile ca producenti de polizaharide, in
particular B-glucani.

Astfel, cu dezvoltarea metodelor noi ale microbiologiei contemporane S. cerevisiae din

nou se afld in prim planul perfectionarilor in biotehnologie.

4.1. Materiale si metode de cercetare

In vederea realizarii scopului acestui capitol, tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20 a fost
cultivatd pe mediile nutritive:

YPD: 1% extract de drojdie, 2% peptona, 2% glucoza, apa potabila 1L, pH-5,5 [48].

Must de bere: 6 B, agar - 2% [2].

Cultivarea submersa s-a efectuat in baloane Erlenmeyer cu capacitate de 1,0 L, pe agitator
cu viteza de rotatie 200 rot/min, la temperatura de 25°C, gradul de aerare — 81,3...83,3 mg/L,
durata de cultivare submersa — 120 ore. Mediul lichid de fermentare s-a insamantat in volum de
5% cu inocul 2x10° celule/ml.

Metode de preparare a inoculului, determinare numarului de celule dezvoltate pe mediul
lichid, viabilitatea celulelor, examinarea formei si dimensiunii celulelor, determinarea biomasei
levurii, substantei uscate a biomasei, continutului de carbohidrati totali, continutului de f-
glucani, proteine, activitatii catalazei s-au efectuat in conformitate cu metodele descrise in
capitolul 2 si 3.

Undele milimetrice cu frecventa extra inalta. Ca generator de unde milimetrice a fost
utilizat dispozitivul KBY-HJ/], RS-232, cu lungimile de unda A=4,9; 5,6; 7,1mm, ceea ce
corespunde frecventelor f=60,12 GHz; 53,33 GHz; 42,19 GHz; (maxim IOmW/cmZ), oferit cu
amabilitate de catre colaboratorii Institutului de Inginerie Electronicd si Nanotehnologii ,,D.

Ghitu”. Aparatul este certificat i permis spre utilizare In practica medicala. Durata tratarii
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culturii de levuri a constituit: pentru iradierea ordinara - 5, 10, 15, 20, 25 minute, pentru iradierea
dubla — 10, 10+10, 20, 20+20 minute.

Numarul de generatii si rata de cregtere a levurii s-a determinat conform ecuatiei

n=1logso X - 10g10 X0 /0,301 [16] (4.1)

Examinarea coloniilor. Caracterele morfologice coloniale au fost stabilite conform
principiilor si tehnicilor de microbiologie generald [26]. Aprecierile macromorfologice s-au
efectuat prin insamantarea culturilor de levuri pe mediul solid must de bere utilizand metoda prin
epuizare. Incubarea s-a efectuat la 28°C timp de 5 zile. Aprecierea morfologica a coloniilor s-a
realizat prin notarea formei coloniilor, marimea, profilul, luciul, transparenta, culoarea, marginea
coloniei, consistenta.

Gradul de corelare intre unele caractere morfologice si continutul de principii bioactive de
interes biotehnologic s-a stabilit folosind instrumente Excel, aplicand coeficientul de determinare

r? = r? xy. Coeficientul de corelare a fost calculat conform programului Microsoft Office Excel.

4.2. Actiunea undelor milimetrice cu frecventa extra inalta asupra procesului de biosinteza
a p-glucanilor

Un interes stiintific particular prezinta cercetarile ce tin de influenta diferitor tipuri de
unde, 1n special a celor cu frecventa extra 1naltd, asupra cresterii §i dezvoltarii
microorganismelor. Analiza ampld §i generalizarea literaturii de specialitate evidentiaza
perspectiva utilizdrii undelor milimetrice cu frecventa extra inalta in calitate de reglatori ai
cresterii si stimulatori ai indicilor productivi si biosintetici ai microorganismelor, in particular ai
levurilor.

Undele milimetrice influenteaza dezvoltarea si proliferarea celulelor, activitatea enzimelor,
functionarea membranelor celulare, a diferitor sisteme biologice [250], iar efectul actiunii lor
depinde de frecventa, timpul, puterea iradierii, varietatea obiectului biologic. Interes sporit
prezinta cercetarile ce tin de evaluarea influentet UMM asupra cresterii, dezvoltarii si activitatii
biosintetice a levurilor.

Cele expuse mai sus determind importanta evaludrii efectelor undelor milimetrice cu
frecventa extra inaltd asupra tulpinii de levuri S. cerevisiae CNMN-Y-20 si aprecierea

perspectivelor de aplicare ale acestora in biotehnologia cultivarii levurilor.

4.2.1. Efectele undelor milimetrice asupra biosintezei B-glucanilor si altor constituiente

celulare a levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20, in functie de spectrul de frecventa
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Reiesind din faptul confirmat de literatura de specialitate, ca undele milimetrice cu
frecventd extra inaltd au o influentd semnificativd asupra ciclului vital, productivitatii si
activitatii biosintetice a microorganismelor, in special a levurilor, scopul acestui subcapitol
consta in evaluarea efectelor undelor milimetrice cu frecventa extra inalta asupra biosintezei 3-
glucanilor si altor constituiente celulare a levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20.

Pentru studiul efectelor cauzate de undele milimetrice cu frecventa extra inalta asupra
levurii, a fost utilizat materialul semincer, obtinut prin cultivarea tulpinii levuriene pe must de
bere, timp de 24 ore, pe agitator 200 rot/min, la temperatura de 25°C. Inoculul in volum de 5 ml,
a fost expus actiunii undelor milimetrice cu frecventele f=60,12 GHz; 53,33 GHz; 42,19 GHz
(respectiv lungimile de unda A=4,9; 5,6; 7,1 mm), emise in regim continuu, timp de 10, 20 sau 30
minute.

Dupa expunerea la undele milimetrice cu frecventa extra inalta, celulele de levuri in volum
de 5%, 2x10° celule/ml, au fost inoculate pe mediul lichid YPD si crescute in conditii identice cu
martorul. Cultivarea s-a realizat in baloane Erlenmeyer, durata de cultivare 120 ore, la
temperatura de 25°C.

Initial ne-am propus ca scop de a determina indicii multiplicarii si viabilitatii celulelor de
levuri. Estimarea particularitatilor multiplicarii celulelor cuprinde diverse aspecte ale reactiel
populatiei de levuri fati de factorii endo- sau exogeni. In studiile de monitoring al efectelor
produse de diversi factori, procesele proliferative asigura posibilitatea utilizarii diferitor
parametri in cadrul elaborarii strategiei pentru stabilitatea populatiei. Indicele multiplicarii si al
viabilitatii constituie un criteriu important in aprecierea efectelor negative sau pozitive a
factorilor exogeni.

Cercetdrile au demonstrat ca undele milimetrice, aplicate timp de 10 minute, stimuleaza
viabilitatea celulelor in primele 24 ore de cultivare indiferent de frecventa lor, iar dupa 48 ore
efectul stimulativ asupra viabilitatii celulelor (cu 52%) se observa numai la iradierea cu unde de
frecventa 42,19 GHz (Figura 4.1a). Rezultate de stimulare semnificativa a viabilitatii culturii S.
cerevisiae CNMN-Y-20 (cu 55,8...96,7%) s-au observat si la iradierea cu unde milimetrice cu
frecventa 60,12 GHz (A=4,9 mm) timp de 20 minute (Figura 4.1b). Prelungirea duratei de
iradiere a tulpinii cu unde milimetrice pana la 30 minute, stimuleaza dezvoltarea populatiei in
primele 6 ore de cultivare, insd dupa 48 ore se constatd o micsorare (cu 16...34,5% fata de
martor) a numarului de celule vii (Figura 4.1c). Din rezultatele obtinute reiese cd pentru
stimularea viabilitatii tulpinii de levuri se recomanda a fi utilizata iradierea cu unde de frecventa

42,19 GHz timp de 10 minute sau 60,12 GHz timp de 20 minute.
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Fig. 4.1. Efectul undelor milimetrice cu frecventa extra inalta (f=60,12 GHz; 53,33 GHz;
42,19 GHz) asupra viabilitatii celulelor S. cerevisiae CNMN-Y -20.

Legenda: Durata expozitiei la unde milimetrice: a) 10 minute; b) 20 minute; ¢) 30 minute.

Celulele levuriene, sub influenta undelor milimetrice, isi pot modifica capacitatea de

utilizare a surselor nutritive, astfel dinamica procesului de crestere a populatiei evolueaza diferit.

Diferentele pot fi estimate comparand curbele de crestere a populatiei levuriene supusa iradierii

cu unde milimetrice si curbelor de crestere a populatiei neiradiate.
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Conform datelor din literatura sensibilitatea celulelor la actiunea undelor milimetrice este
individuala, dar efectul mai evident se observa in faza G1 a ciclului celular de dezvoltare [122].
Studiul efectelor undelor milimetrice asupra celulelor a demonstrat capacitatea tulpinii de a
reactiona la undele milimetrice cu frecventd extra inaltd ceea ce confirma posibilitatea de
modificare a starii fiziologice a levurii. Aceste rezultate au o mare importanta pentru tehnologia
cultivarii levurii.

Cercetarile noastre au demonstrat ca efectul diferitor frecvente a undelor milimetrice
asupra populatiei S. cerevisiae CNMN-Y-20 este neunivoc si se exprima prin stimulare, inhibare

sau lipsa de efect asupra potentialului de multiplicare a celulelor (Figura 4.2 a, b, ).
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Fig. 4.2. Efectul undelor milimetrice cu frecventa extra inalta (f=60,12 GHz; 53,33 GHz; 42,19
GHz) asupra dinamicii procesului de multiplicare a S. cerevisiae CNMN-Y-20.

Legenda: Durata expozitiei la unde milimetrice: a) 10 minute; b) 20 minute; c) 30 minute.
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Astfel, in primele 24 de ore de la momentul iradierii timp de 10 si 20 minute, undele
milimetrice nu modifica curba de crestere a levurii indiferent de frecventa lor. Devieri de la
martor se observa dupa 48 ore din momentul iradierii (Figura 4.2a, b).

Relevante sunt variantele experimentale care au fost iradiate cu unde cu frecventele 60,12
GHz timp de 10 minute (rata de multiplicare a culturii creste cu 14,1%) si frecventa 42,19 GHz
(rata de multiplicare creste cu 17,6%). Prelungirea duratei de expozitie a culturii la iradiere cu
undele milimetrice pana la 30 minute duce la incetinirea vitezei de multiplicare a celulelor, astfel
ca in toate fazele de dezvoltare numarul de celule este mai mic comparativ cu martorul (Figura
4.2¢).

Obiectivul ulterior a constat in examinarea caracterelor morfologice si culturale a celulelor
tulpinii expuse la iradiere cu unde milimetrice cu frecventd extra inalta. Din caracterele
morfologice ale celulelor putem mentiona, atit pentru martor, cat si pentru tulpina iradiata,
celule ovale sau rotunde, cu inmugurire polara, cu dimensiuni de la 3-6 um (Figura 4.3). Din
caracteristicele culturale mentionam stabilitatea tipului de respiratie aerobd, formarea ascelor

persistente direct din celula diploida, 4 ascospori neeliberati, rotunzi.

Fig. 4.3. Morfologia celulelor S. cerevisiae CNMN-Y-20 expusa actiunii undelor

milimetrice cu frecvente extra inalte timp de 10 minute (descriere dupa 48 ore de la incubare): a)

martor; b) f=60,12 GHz; c) f=53,33 GHz; d) f=42,19 GHz (puterea de marire 640).
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In vederea evaludrii caracterelor morfologice ale coloniilor S. cerevisiae CNMN-Y-20,
expusd actiunii undelor milimetrice cu frecvente extra Tnalte (f=60,12 GHz; 53,33 GHz; 42,19
GHz), cultura de levuri din variantele martor si cele iradiate cu unde milimetrice a fost
insamantata pe mediul solid YPD. Cercetarile dupa 6, 24 si 48 ore de la momentul iradierii, au
demonstrat cd undele milimetrice cu frecventele examinate, aplicate pe durata a 10, 20 sau 30
minute, nu produc efecte semnificative asupra caracterelor morfologice ale coloniilor tulpinii de
levuri. Comun pentru toate variantele experimentale, cultivate dupa 6, 24 si 48 ore de la
momentul iradierii, sunt: formarea coloniilor alb-roz, cu suprafata lucioasd, netedd, bombata,

diametrul coloniilor variaza de la 4 la 6 mm (Figura 4.4).

b)‘
d)ﬂ

Fig. 4.4. Morfologia coloniilor S. cerevisiae CNMN-Y-20 expusa actiunii undelor milimetrice cu

a) ﬂ
c)-

frecvente extra inalte timp de 10 minute, (descriere dupa 24 ore de la iradiere). Legenda: a)
martor; b) f= 60,12 GHz; ¢) f= 53,33 GHz; d) f= 42,19 GHz.

Prin urmare, putem mentiona ca reactia de raspuns a tulpinii de levuri la actiunea undelor
milimetrice este diferita si se manifesta in dependenta de frecventele aplicate. Rezultatele
pozitive obtinute, exprimate prin stimularea moderatd a viabilitatii si lipsa modificarilor esentiale
a caracterelor morfo-culturale, servesc ca baza pentru derularea noilor cercetari teoretice si
practice privitor la utilizarea undelor milimetrice cu frecventa extra inalta in biotehnologia
cultivarii tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 [10].

Se considerd, cd fluctuatiile valorice ale indicelui multiplicérii celulelor reflecta direct

intensitatea reactiilor fiziologo-biochimice, dependente la randul sdu de viteza reactiilor
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fermentative. Reducerea sau sporirea multiplicarii sub actiunea diferitor factori, denota
caracterul acestora, generat de inhibarea sau stimularea multiplicarii celulare. In acest context, in
vederea ameliorarii calitatilor de biosinteza, sunt importante cercetdrile ce tin de particularitatile
biosintetice ale levurii supuse iradierii cu unde milimetrice cu frecventa extra inalta.

Evaluarea caracterului de actiune al undelor milimetrice cu frecventa extra inalta s-a
efectuat examinand continutul de biomasa, carbohidrati totali, B-glucani, proteine, activitatea
catalazei la S. cerevisiae CNMN-Y-20.

Analizand productia de biomasda mentionam ca undele cu frecventele examinate, emise
timp de 10, 20, 30 minute nu modifica esential indicii cantitativi. Unele rezultate, obtinute in
variantele iradiate cu unde cu frecventa f=60,12 GHz (lungimea de unda A=4,9; expozitie 10
minute) sau cu frecventa 42,19 GHz (lungimea de unda A=7,1; expozitie 30 minute) indica o

micsorare nesemnificativa a continutului de biomasa (Figura 4.5).
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Fig. 4.5. Efectul undelor milimetrice cu frecventa extra inalta (f=60,12 GHz; 53,33 GHz; 42,19

GHz) asupra acumulérii biomasei la S. cerevisiae CNMN-Y-20.

Analiza rezultatelor denota ca, dupa 120 ore de cultivare in profunzime pe mediul YPD,
pentru unele componente biochimice cercetate, s-au observat deosebiri veridice intre martor si
variantele expuse iradierii cu unde milimetrice. Efect de stimulare a continutului de carbohidrati
(cu 16,7% si 43,5%) s-a constatat in biomasa levurii iradiate cu unde cu frecventa f=60,12 GHz
si respectiv f=53,33 GHz, durata de iradiere 20 minute. Rezultatele obtinute sunt prezentate in
Figura 4.6 ce caracterizeaza diferentele intre indicii mostrelor experimentale, exprimate in
procente fatd de martor.

Cauza modificarilor in continutul de carbohidrati, determinat in biomasa levuriana, ar fi ca

acestea impreuna cu moleculele proteice din membrana celulara, prezinta un factor reglator al
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proceselor fiziologo-biochimice. Presupunem, ca sub influenta undelor milimetrice cu frecventa
extra inalta, prin intermediul receptorilor proteici se modifica capacitatile biosintetice ale

celulelor.
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Fig. 4.6. Impactul undelor milimetrice cu frecventa extra inalta asupra continutului de
carbohidrati la S. cerevisiae CNMN-Y-20.

Ulterior s-a studiat efectul undelor milimetrice asupra biosintezei altei componente
importante a celulei levuriene — B-glucanii.

Datele studiului au demonstrat ca utilizarea undelor milimetrice n procesul de cultivare a
levurii a contribuit la sporirea continutului cantitativ al B-glucanilor. Mentionam deosebiri
veridice la utilizarea undelor milimetrice cu frecventele f=60,12 GHz si f=53,33 GHz (A= 4,9 si
A=5,6), durata expunerii 10 si 20 minute. Devierea procentuald de la indicii martor constituie

17,4% si 25,7% in directia stimularii continutului de p-glucani (Figura 4.7).
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Fig. 4.7. Efectul undelor milimetrice cu frecventa extra inalta (f=60,12 GHz; 53,33 GHz; 42,19
GHz) asupra continutului de B-glucani la S. cerevisiae CNMN-Y -20.
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S-a constatat ca lipseste tendinta sigura atat de sporire cat si de micsorare a continutului de
B-glucani in variantele expuse undelor milimetrice timp de 30 minute, caracteristica pentru toate
frecventele utilizate. In viziunea noastra, efectul biologic al undelor milimetrice are un prag
temporar, 20 minute, dupa care expunerea obiectului biologic la iradiere nu conduce la marirea
efectului biologic. Fenomenul dat este confirmat si de alti cercetatori, care evidentiaza ca efectul
biologic al undelor milimetrice are un prag de actiune, dupa care apare efectul platou [31]

Din cele expuse este evident faptul ca cresterea semnificativa a continutului de carbohidrati
si B-glucani se produce la iradierea tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 cu unde milimetrice cu
frecventele 60,12 GHz si 53,33 GHz timp de 10-20 minute.

In cadrul cercetirilor complexe ale influentei undelor milimetrice asupra capacititilor
biosintetice ale levurii au fost efectuate investigatii vizand continutul de proteine si activitatea
catalazei. S-a observat ca iradierea culturii de levuri pe durata 10 si 20 minute a stimulat sinteza
proteinei. In variantele expuse frecventei f=42,19 GHz, continutul de proteine a sporit cu
41,2...49,9% fata de martor (Figura 4.8). Valori inalte a continutului de proteine au fost
inregistrate la iradierea tulpinii si cu unde milimetrice cu frecventa 60,12 GHz timp de 10-20

minute. Valorile continutului de proteine cresc cu 35,6...41,0% comparativ cu martorul.
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Fig. 4.8. Efectul undelor milimetrice cu frecventa extra inalta (f=60,12 GHz; 53,33 GHz; 42,19
GHz) asupra continutului de proteine la tulpina S. cerevisiae CNMN-Y -20.

Paralel, a fost efectuat studiul activitatii catalazei (realizat cu aportul Doamnei dr. in biol.
N. Efremova), care este unul din cei mai eficienti catalizatori cunoscuti a reactiilor esentiale
pentru viatd. Catalaza reduce nivelul peroxidului de hidrogen pentru a oxida toxine, fenoli sau
alcooli. Studiul efectuat a permis identificarea raspunsului catalazei care este mult mai promt

(cu 34,5...39,4% mai mult fata de martor) la stresul cauzat de undele cu frecventa f=42,19 GHz,
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durata de iradiere pana la 30 minute (Figura 4.9). Activitatea inalta a catalazei inregistrata in

toate variantele experimentale, de regula este caracteristica proceselor ce produc cantitati mari de

peroxid de hidrogen.
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Fig. 4.9. Efectul undelor milimetrice cu frecventa extra inalta (f=60,12 GHz; 53,33 GHz; 42,19

GHz) asupra activitatii catalazei la tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20.

Astfel, rezultatele investigatiilor au evidentiat dependenta activitatii functionale a tulpinii
S. cerevisiae CNMN-Y-20 fata de spectrul de frecventa a undelor milimetrice, utilizate in
procesul de cultivare a levurii. Undele cu frecventa f=53,33 GHz au un efect pronuntat de
stimulare a biosintezei carbohidratilor totali, inclusiv a B-glucanilor. Rezultatele ne permit sa
mentionam ca undele milimetrice cu frecventa extra inalta sunt un factor important de modificare
a metabolismului celular, iar undele milimetrice cu frecventele nominalizate pot fi propuse in

biotehnologia cultivarii levurii in scopul sporirii performantei biosintetice [89].

4.2.2. Efectele undelor milimetrice cu frecventa 53,33 GHz asupra biosintezei B-glucanilor
si altor constituiente celulare a levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20, in functie de durata de
iradiere

La initierea studiului a fost inaintata cerinta de a evidentia durata de iradiere optimd in
vederea obtinerii valorilor maxime de acumulare a B-glucanilor.

Din rezultatele cercetarilor prezentate in Figura 4.10 putem conchide ca o cantitate
maximala de B-glucani, carbohidrati si biomasa uscata (B.U.) este acumulata la iradierea culturii
timp de 20 minute: continutul de B-glucani - de 18,84-20,0% la B.U., cu 18,5-25,7% mai mult
fata de martor, continutul carbohidratilor - de 35,94-36,33% din B.U., cu 19,6-20,8% mai mult
comparativ cu martorul neiradiat; continutul de biomasa — de 4,85-4,98 g/L, ceea ce depaseste
martorul cu 14,1-17,2%.

102



m 3-glucani, % S.U. = Carbohidrati, % S.U. = Productivitatea, g/L

140

120

100 A

80

% la martor

60 -

40 -

5 10 15 20 25

Durata iradierii, minute

Fig. 4.10. Efectul undelor milimetrice cu frecventa f=53,33 GHz asupra continutului de -
glucani, carbohidrati si cantitatii de biomasa la tulpina S. cerevisiae CNMNY-20 in functie de

durata iradierii.

Prin aplicarea analizei statistice, au fost determinate ecuatiile liniilor de regresie, precum si
coeficientii de determinare Rz, ce descriu relatia dintre doua valori variabile, in cazul nostru
relatia dintre valorile cantitative ale biomasei si cele ale componentelor peretelui celular la
iradierea culturii cu unde milimetrice emise timp de 5, 10, 15, 20, 25 minute (Figura 4.11, 4.12,
4.13).

Calculul coeficientului de determinare pentru doua variabile - biomasd si B-glucani,
caracteristice levurilor supuse iradierii cu unde milimetrice, a relevat o asociere puternica,
pozitivd. Coeficientul de determinare R?=0,718 sau 71,8% din variatia valorilor acumularii

biomasei este insotita de variatia valorilor celeilalte variabile — a B-glucanilor (Figura 4.11).
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Fig. 4.11. Interdependenta acumularii biomasei si B-glucanilor la tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-

20, iradiata cu unde milimetrice cu frecventa f=53,33 GHz.
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Calculul coeficientului R?>=0,949, interpretat procentual, pentru variabilele — biomasa si

carbohidrati, ar insemna cd 94,9% din varianta biomasei este insotitda de varianta acumularii

carbohidratilor (Figura 4.12).
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Fig. 4.12. Interdependenta acumuldrii biomasei si carbohidratilor la tulpina S. cerevisiae CNMN-

Y-20, iradiata cu unde milimetrice cu frecventa f=53,33 GHz.

Analiza dependentei parametrilor continutului de B-glucani si carbohidrati a stabilit o

tendintd ascendentd a unei valori care implicd, la randul sau, o tendinta ascendenta a celeilate

variabile. Legatura intre ele identificata ca R?=0,633 sau 63,3%, argumenteaza ipoteza existentei

unei legaturi reale in baza careia se poate pronostica valorile uneia in raport cu valorile celeilalte

pe baza ecuatiei de regresie. O posibila explicatie ar fi cad ambele variabile, carbohidratii si -

glucanii, sunt influentate de acelasi fenomen — de undele milimetrice cu frecventa f=53,33 GHz

(Figura 4.13).
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Fig. 4.13. Interdependenta acumularii $-glucanilor si carbohidratilor la tulpina S. cerevisiae

CNMN-Y-20, iradiata cu unde milimetrice cu frecventa f=53,33 GHz.
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Studiul continutului de proteine si activitatii catalazei la tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20
a demonstrat un maximum de acumulare a proteinei (41,00%) si de activitate a catalazei (2642
U/mg proteine), ceea ce este cu 33,00-38,00% mai mult fatd de proba neiradiata, care se

manifesta la durata de iradiere de 15 minute (Figura 4.14).
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Fig. 4.14. Efectul undelor milimetrice cu frecventa f=53,33 GHz asupra cantitatii de proteine si

activitatii catalazei la tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20 in functie de durata iradierii.

Examinarea relatiei dintre continutul de proteine si activitatea catalazei la tulpina S.
cerevisiae CNMN-Y-20, iradiata cu unde milimetrice cu frecventa f=53,33 GHz, a demonstrat

un grad de dependenta inalt, coeficientul de determinare a constituit 0,864 (Figura 4.15).
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Fig. 4.15. Relatia dintre continutul de proteine si activitatea catalazei la tulpina S. cerevisiae

CNMN-Y-20 iradiata cu unde milimetrice cu frecventa f=53,33 GHz.

Astfel, pentru tulpina S. cerevisiae  CNMN-Y-20, regimul optimal de acumulare a
componentelor structurale, cantitatii maximale de biomasa, carbohidrati, B-glucani si proteine se

constata la iradierea cu unde milimetrice cu frecventa 53,33 GHz timp de 15-20 minute [62].
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De regula, procedeele de utilizare a undelor milimetrice in scopul obtinerii rezultatului
scontat, prevad aplicarea acestora pe parcursul a 5-10 runde, fapt ce duce la amplificarea
semnalului interior al organismului. Din aceste considerente, este important de a stabili reactia
celulei levuriene la aplicarea repetatd a undelor milimetrice cu frecventa extra inalta.
Investigatiile ulterioare au avut drept scop evaluarea efectului iradierii duble cu unde milimetrice
de intensitate joasa a tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 in vederea relevarii regimului optim de
stimulare a proceselor biosintetice. in experientele noastre, cultura de levuri, a fost iradiata initial
in faza de latenta (pand la inoculare) si repetat in faza cresterii accelerate (dupa 24 ore de
cultivare in profunzime).

In calitate de indicatori sensibili a starii functionale a levurii au fost cercetate multiplicarea
si viabilitatea tulpinii de levuri in dinamica, pe durata a 48 ore de dezvoltare.

Din rezultatele expuse in Figura 4.16 se observa ca iradierea dubld a culturii, in intervalul
de 10-20 minute, nu induce diminuarea sau stimularea substantiala a numarului de generatii, deci
nu provoaca dereglari majore in ciclul mitotic al levurii comparativ cu varianta martor neiradiata.
Cauza lipsei efectului iradierii duble cu unde milimetrice cu frecventa f=53,33 GHz urmeaza a fi
determinata ulterior. Insa, in literatura de specialitate deja este cunoscut fenomenul de anihilare
al influentei undelor milimetrice asupra organismelor vii, in conditii nefavorabile de dezvoltare

[30].
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Fig. 4.16. Efectul iradierii duble cu unde milimetrice cu frecventa f=53,33 GHz asupra

numarului de generatii ale populatiei S. cerevisiae CNMN-Y -20.

Nu s-au observat modificari majore ale efectelor dublei iradieri cu unde milimetrice nici in

cazul experientelor de determinare a viabilitatii celulelor, acest parametru variind neesential fata
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de nivelul martorului radiat o singura data (Figura 4.17). Acest fenomen poate fi explicat, din
punctul nostru de vedere, prin incetinirea mecanismelor de autostimulare si reintoarcerea la
normalitate a starii functionale a membranei celulare a levurii iradiate repetat la diferite intervale
de timp [12].
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Fig. 4.17. Efectul iradierii duble cu unde milimetrice cu frecventa f=53,33 GHz asupra
viabilitatii celulelor S. cerevisiae CNMN-Y-20.

In continuare s-a determinat continutul de biomasi, carbohidrati, B-glucani, proteine si
activitatea catalazei. Cercetdrile au demonstrat ca iradierea dubld a culturii, initial in faza de
latentda (pana la inoculare) si repetat in faza cresterii accelerate (dupd 24 ore de cultivare in
profunzime la temperatura de 30°C) nu induce schimbari esentiale ale continutului de pB-glucani,
carbohidrati si productiei de biomasa, comparativ cu variantele culturii iradiate o singura data
(Figura 4.18).
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Fig. 4.18. Efectul iradierii duble cu unde milimetrice cu frecventa f=53,33 GHz asupra
continutului de B-glucani, carbohidrati si productiei de biomasa la tulpina S. cerevisiae CNMN-
Y-20.
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Rezultate relevante s-au obtinut in experientele de elucidare a potentialului de biosinteza a
proteinei si activitatii catalazei la tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20 iradiata repetat.

La analiza rezultatelor s-a constatat ca iradierea dubla, cu durata de 10 minute, are efect
stimulator asupra continutului de proteine si activitatii catalazei. Continutul maximal de proteine
prevaleaza martorul cu 20,0 si respectiv 36,0% (Figura 4.19). Iradierea dubla cu durata de 20
minute nu influenteaza semnificativ continutul de proteine comparativ cu iradierea culturii o
singura data, in faza de latenta.

Cercetarile au evidentiat ca iradierea dubla, cu durata de 20 minute, provoaca o micsorare a
activitatii catalazei (Figura 4.19). Acest efect poate fi explicat prin faptul ca iradierea dubla
provoaca stres oxidativ puternic, ceea ce contribuie la formarea radicalilor liberi, precum si
peroxidului de hidrogen. Numarul mare de radicali liberi inhiba activitatea enzimelor
antioxidante, inclusiv si a catalazei. Rezultatele obtinute in experientele noastre sunt similare cu
datele din literatura de specialitate, care demonstreaza ca activitatea enzimelor antioxidante si

continutul de proteine sunt legate de stresul oxidativ [186].

150 H Proteina
M Activitatea catalazei

% la martor
—
o
(o]
l

10 10+10 20 20+20 Martor
durata de iradiere, minute

Fig. 4.19. Efectul iradierii duble cu unde milimetrice cu frecventa f=53,33 GHz asupra

continutului de proteine si activitatii catalazei la S. cerevisiae CNMN-Y-20.

Astfel, in acest compartiment sunt expuse rezultatele cercetarilor efectuate in premiera
pentru stabilirea efectelor undelor milimetrice cu frecventa extra inalta, in functie de frecventa si
durata de iradiere, asupra capacitatii de biosinteza a -glucanilor si altor constituiente celulare a
levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20. Rezultatele obtinute au demonstrat eficienta tratarii levurii cu
undele milimetrice cu frecventa 53,33 GHz timp de 20 minute.

In rezultatul cercetirilor efectuate a fost propus un procedeu nou de sporire a continutului

de B-glucani la tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20 cu utilizarea undelor milimetrice, care poate fi
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utilizat in industria microbiologica, alimentara, farmaceutica, etc. In baza acestor rezultate a fost

elaborat si obtinut brevet de inventie [7, 20].

4.2.3. Procedeu de sporire a continutului de p-glucani la tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20

cu utilizarea undelor milimetrice cu frecventi extra inalta

In conformitate cu rezultatele obtinute se propune un procedeu nou de sinteza orientati a p-
glucanilor prin utilizarea undelor milimetrice cu frecventa extra inalta.

Schema realizarii procedeului este prezentata in Figura 4.20 si include urmatoarele etape:
Etapa I. Obtinerea inoculului.

Materialul semincer se obtine prin cultivarea levurii in profunzime, pe must de bere sau

YPD, timp de 24 ore, pe agitatorul rotativ (200 rot/min), la temperatura de 25°C.

Etapa I1. Iradierea culturii cu unde milimetrice cu frecventa extra inalta.
Inoculul se iradiaza cu unde milimetrice cu frecventa f=53,33 GHz, timp de 20 minute.
Inoculul iradiat, in volum de 5% in bazd volumetrica, 2x10° celule/ml, se inoculeazd in mediile

de fermentatie.

Etapa 1. Cultivarea levurii in profunzime pe mediu de biosinteza.

Cultivarea submersa a levurii se realizeaza in baloane Erlenmeyer cu capacitate de 1L ce
contine 0,2 L mediu nutritiv YPD: extract de levuri 1%, peptona 2%, glucoza 2%, apa potabila
1L, pH-5,5 [129], pe agitatorul rotativ (200 rot/min), la temperatura de 25°C, timp de 120 ore.
Biomasa levuriana se separa de lichidul cultural prin centrifugare 3500 rot/min timp de 20

minute.

Etapa IV. Extragerea f-glucanilor.

Extragerea B-glucanilor se efectueazd conform procedeului: biomasa celulara (ajustata la
15% g/g continut de substanta solida si pH-5) se supune autolizei la 50°C timp de 24 ore, ulterior
autolizatul se incalzeste la 80+5°C timp de 15 minute, se raceste, se centrifugheaza la 3500
rot/min timp de 10 minute. Sedimentul se colecteaza. La sediment se adauga 5 volume de 1N
NaOH, amestecul se supune tratarii termice la 80+5°C, timp de 2 ore. Ulterior, se adauga 5
volume de acid acetic 0,5N si se incalzeste la 75+5°C timp de 1 ord. Amestecul se
centrifugheaza timp de 10 minute la 3500 rot/min la temperatura camerei. Sedimentul (j-

glucanii) se spala de trei ori cu apa distilata, se usuca.

109



Tulpina Saccharomyces Obtinerea inoculului Iradiere cu unde
prin cultivare timp de milimetrice f=53,33

cerevisiae CNMN-Y-20 24 ore la t 25°C GHz, 20 minute

Mediul YPD, cultivare in profunzime,
120 ore la t 25°C

V
Recuperarea biomasei prin
centrifugare la 3000 rot/min,
timp de 15 minute

ﬂ

Biomasa obtinuta

ﬂ

Extragerea si purificarea B-glucanilor

Fig. 4.20. Schema realizarii procedeului de sporire a continutului de B-glucani la S. cerevisiae

CNMN-Y-20 cu utilizarea undelor milimetrice cu frecventa extra inalta.

Asadar, cercetarile au permis demonstrarea eficientei undelor milimetrice cu frecventa
extra fnalta in amplificarea semnificativa a efectului biotehnologic obtinut la cultivarea tulpinii S.
cerevisiae CNMN-Y-20. Variantele experimentale selectate de noi in calitate de suport pentru
elaborarea procedeului asigura un nivel inalt al cantitatii de B-glucani in biomasa. Cu toate ca, in
obiectivele noastre de lucru a fost prevazutd doar obtinerea cantitatilor sporite de B-glucani,

cercetarile au evidentiat si modelarea cantitatii de alte componente celulare in biomasa levuriana.

4.3. Tehnologia de cultivare a tulpinii Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y-20 si de obtinere
a pB-glucanilor
In baza rezultatelor prezentate anterior in capitolul 2 si subcapitolul 4.2 cu referintd la

metoda optimizata de extractie a f-glucanilor, selectarea nutrientilor preferentiali si conditiilor
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optime de cultivare submersd, actiunea undelor milimetrice cu frecventa extra inaltd a fost
necesar de a combina procedeele elaborate intr-un flux tehnologic avantajos, care permite
obtinerea din biomasa levuriani a B-glucanilor cu proprietiti biologice valoroase. In cadrul
acestui subcapitol sunt descrise cercetarile care au permis sa fie definitivate fazele principale ale
tehnologiei, precum si valorificarea biopreparatului obtinut conform acestei tehnologii.

in cadrul fluxului tehnologic importanti majora au procedeele de cultivare dirijati a
levurii, care permit obtinerea cantitatii maximale de biomasa cu un continut inalt de p-glucani.
Dupa cum a fost demonstrat pe parcursul intregii lucrari realizarea acestui obiectiv a fost posibila
datorita eficientizarii procedeului de extragere si purificare a B-glucanilor din biomasa levuriana,
optimizarii mediilor nutritive, conditiilor de cultivare, utilizarii undelor milimetrice, procedee ce
au contribuit la intensificarea procesului de biosinteza a B-glucanilor.

In continuare prezentdm descrierea fazelor tehnologiei propuse.

4.3.1. Proces tehnologic de cultivare a levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20 si de obtinere a -
glucanilor.

Procesul tehnologic de cultivare a levurii in scopul obtinerii de biomasa cu continut sporit
de B-glucani este bazat pe urmatoarele principii:

o Utilizarea in calitate de producator a tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20;

o Prepararea materialului semincer cu aplicarea undelor milimetrice cu frecventa 53,33 GHz
timp de 20 minute;

o Utilizarea mediilor nutritive optimizate YPD-4 si R-ZZ;

o Cultivarea in profunzime conform parametrilor optimi de temperatura, pH, duratd si
aeratie;

o Procesarea biomasei levuriene conform metodei optimizate pentru extragerea B-glucanilor.

Tehnologia este structurata in patru compartimente (Tabelul 4.1).

Prima si a doua parte a tehnologiei integrate reprezinta obtinerea materiei prime, care
prevede obtinerea materialului semincer si cultivarea tulpinii de levuri in conditiile optime cu
utilizarea indicatorilor care asigura efectul maximal de acumulare a B-glucanilor.

Partea a treia a tehnologiei implica procedeele de procesare a biomasei §i extragere a
produsului polizaharidic.

Partea a patra a tehnologiei prevede studiul calitatilor produsului finit.
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Tabelul 4.1. Fazele procesului tehnologic de cultivare dirijatd a producatorului si obtinere a [3-

glucanilor.
Nr | Denumirea operatiunii Controlul interfazic
d/o
1. | Obtinerea materialului semincer.

1.1. Caracteristica producatorului, tulpina S. | Verificarea caracterelor morfo-

cerevisiae CNMN-Y-20. culturale.

1.2. Cultivarea culturii stoc in tuburi cu gel | Verificarea conditiilor de cultivare
inclinat. si puritatii culturii.

1.3. Cultivarea materialului semincer 1in | Verificarea conditiilor de cultivare
baloane Erlenmeyer. si puritdtii culturii.

1.4. Iradierea materialului semincer cu unde | Supravegherea parametrilor de
milimetrice frecventa 53,33 GHz, regim | iradiere.
continuu, timp de 20 minute.

2. | Procesul de cultivare submersa a tulpinii.

2.1. Prepararea mediului nutritiv steril YPD-4 | Verificarea preciziei balantei.
sau R-ZZ.

2.2. Inocularea culturii de levuri pe mediul Verificarea cantitatii si calitatii
nutritiv, inocul iradiat (2x10° celule/ml), | inoculului.
in concentratie de 5% in baza volumetrica.

2.3. Cultivarea submersa dirijata a levurii, t- | Supravegherea parametrilor de
25°C, aerare 81,0...83,0 mgL'1 O,, durata | cultivare, monitorizarea puritatii
cultivarii 120 ore. culturii.

3. | Procesarea biomasei levuriene.

3.1. Separarea biomasei levuriene de lichidul | Verificarea gradului de separare.

cultural prin centrifugare la 3000 rot/min timp

de 15 minute.

3.2. Procesul de extragere a B-glucanilor din | Verificarea gradului de extragere.

biomasa levuriana.

4. | Caracterizarea produsului.

4.1. Caracteristica fizico-chimica. Analize de conformitate.

4.2. Dozaj, ambalare, etichetare. Verificarea ambalajului,

inscriptiilor pe etichete.
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Descrierea fazelor procesului tehnologic de cultivare dirijata a producatorului si de
obtinere a B-glucanilor

» Caracteristica producitorului

Caracteristica producatorului S. cerevisiae CNMN-Y-20 este indicatd in brevetul de
inventie MD 4048 [4].

Conform criteriului sistematic tulpina de levuri S. cerevisiae CNMN-Y-20 corespunde
urmatoarei  clasificari: increngatura Eumicota, subincrengatura Ascomycotina, clasa
Hemiascomycetes, ordinul Endomycetales, familia Saccharomycetaceae, genul Saccharomyces.

Originea tulpinii. Tulpina de levuri S. cerevisiae CNMN-Y-20 a fost izolata in cultura
pura din sedimentele levurilor provenite de la fermentarea vinului rogsu Cabernet-5 prin metoda
selectiei in mai multe etape pe medii lichide si agarizate must de bere si mediul Rieder, in cadrul
laboratorului Biotehnologia levurilor, Institutului de Microbiologie si Biotehnologie al ASM
(sedimente oferite de Institutul de Vinificatie a Republicii Moldova).

Caracterele morfologice §i culturale ale tulpinii. Tulpina de levuri S. cerevisiae CNMN-
Y-20 se prezintd sub forma unor celule ovale sau rotunde, inmugurire polara, uneori formeaza
pseudohife. Tipul respiratiei - aerob, formeaza asce persistente direct din celula diploida,
ascospori neeliberati, rotunzi sau ovali netezi. Pe mediu solid formeaza colonii alb-roz, suprafata
lucioasa, neteda, plata, diametrul 4...6 mm.

Caracterele fiziologo-biochimice. Nu formeaza pelicula. Fermentatia +: nitrat -; ureaza-;
testul diazonium blue B (DBB). Asimilarea glucidelor: D-glucoza, zaharoza, fructoza, D-
maltoza, D-galactoza, D-manoza, D-tregaloza, D-xiloza. Tulpina de levuri S. cerevisiae CNMN-
Y-20 suporta bine aciditatea, pH-ul initial fiind de 5,5; se dezvolta bine la temperatura de
+20...25°C. Tulpina creste bine pe mediul must de bere (6%) si medii nutritive:

1. Mediul YPD, care contine, g/L: peptona — 20,0; glucoza — 20,0; extract de drojdie — 10
ml; apa potabilda — 1000 ml.

La cultivare in profunzime pe mediul dat timp de 120 ore, tulpina sintetizeaza pana la
15,3% B-glucani in biomasa uscata.

2. Mediul Rieder, care contine, g/L: glucoza — 30,0; (NH,;),SO, — 3,0; MgSO, *7H,0 —
0,7; KH,PO,— 1,0; NaCl — 0,5; Ca(NOs), — 0,4; autolizat de drojdie — 10 ml; apa potabila —
pana 1000 ml.

La cultivare in profunzime pe mediul dat timp de 120 ore, tulpina sintetizeaza pana la
22,5% B-glucani in biomasa uscata.

> Descrierea procesului tehnologic de obtinere a biopreparatului

Procesul consta din patru etape:
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| — Obtinerea materialului semincer
I1 — Procesul de cultivare submersa a tulpinii
Il — Procesarea biomasei levuriene
I'Y — Caracterizarea produsului
Schema tehnologica de cultivare a levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20 si obtinere a 3-

glucanilor este redata in Figura 4.21.

Obtinerea materialului semincer / \

Iradierea materialului
semincer cu unde

Tulpina Cultivarea Cultivarea

Sacchargrpyces matgrlaIuIAU| matetrlalulﬂm <=| milimetrice, frecventa
cerevisiae semincer in semincer 1n 53,33 GHz, regim
CNMN-Y-20. tuburi cu gel baloane.

continuu, timp de 20
minute.

f Cultivarea submersa a tulpinii
/ Cultivarea dirijata \

inclinat.

Prepararea Inocularea culturii de levuri pe ) submersa a levurii, t-
mediului nutritiv mediul nutritiv, inocul iradiat [ —— 25°C, aerare
steril YPD-4 sau (2x10° celule/ml), in concentratie 81,3..83,3 mg/L O,

R-ZZ. de 5% in baza volumetrica. durata de cultivare 120
ore.

/o /

\ﬁ Procesarea biomasei levuriene
Separarea

biomasei levuriene Distrugerea peretelui Extragerea p-glucanilor
de lichidul cultural | ——> —>

celular prin din biomasa levuriana.
prin centrifugare omogenizare.
la 3000 rot/min
timp de 15 minute. U

Caracterizarea produsului

Caracteristica fizico-
chimica, dozaj.

Ambalare, etichetare.

Fig. 4.21. Schema tehnologica de obtinere a -glucanilor din levura S. cerevisiae CNMN-Y-20.

I. Obtinerea materialului semincer (inocul)
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Materialul semincer se obtine in urmatoarele etape:

1)  cultivarea in tuburi pe medii agarizate;

2)  cultivarea in baloane cu medii nutritive;

3) iradierea materialului semincer cu unde milimetrice.
1) Cultivarea culturii stoc in tuburi cu gel inclinat

Tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20 se insamanteaza in tuburi cu malt agarizat. Mediul
pregatit se toarna a cate 6-7 ml in tuburi de sticla cu volumul de 13 ml, se sterilizeaza in autoclav
la temperatura de 112-115°C timp de 30 minute. Dupa autoclavare mediul agarizat din tuburi se
inclina.

Insamantarea se efectueaza transferand celulele pe suprafata mediului solid cu ajutorul
ansei. Tuburile se incubeaza la temperatura de 25...27°C (24-48 ore), dupa ce cultura poate fi
transferatd pe mediu lichid in baloane Erlenmeyer. Cultura stoc se pastreaza in frigider la
temperatura de 4...5°C pe parcursul a 1-2 luni. Fiecare lot de material semincer trebuie sa fie
pasaportizat.

2) Cultivarea materialului semincer pe mediul lichid

Pentru obtinerea inoculului, tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20, cultivata anterior pe
mediul agarizat inclinat, este cultivatd in profunzime timp de 24 ore in baloane Erlenmayer cu
volumul 500 ml, a cite 100 ml mediu lichid YPD steril, durata cultivarii este de 24 ore la
temperatura de 25+1°C.

3) Iradierea materialului semincer cu unde milimetrice

Din preculturd (inocul) cu densitatea de 2x10° celule/ml se pregitesc mostrele pentru
iradierea cu unde milimetrice. Pentru iradiere se utilizeaza celule 1n faza cresterii exponentiale. O
astfel de populatie contine celule in toate etapele mitotice a ciclului celular.

Inoculul se trateaza cu unde milimetrice cu frecventa 53,33 GHz, regim continuu, durata de
iradiere 20 minute. Ca generator de unde milimetrice este utilizat dispozitivul model KBU-H/I,
RS-232. Aparatul este certificat si permis spre utilizare n practica medicala.

I1. Procesul de cultivare submersa a tulpinii
Procesul tehnologic constad din urmatoarele etape:
1) Pregatirea mediului nutritiv steril;
2) Inocularea culturii de levuri pe mediul de fermentatie;
3) Cultivarea submersa dirijata a levurii.
1) Prepararea mediului nutritiv steril
Pentru cultivarea in profunzime a tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 se utilizeazd mediul

optimizat YPD-4 cu urmatoarea componentd, g/L: extract de drojdie - 10,0; peptona - 20,0;
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glucoza - 40,0 sau mediul optimizat R-ZZ cu urmatoarea compozitie, g/L: zaharoza- 37,0;
(NH4)2S0O4 - 3,0; MgSQO,4+7H,0 - 0,7; NaCl - 0,5; Ca(NOs), - 0,4; KH,PO, - 1,0; acetat de zinc -
0,00816; autolizat de drojdii - 10 ml; apa potabila - 1L; pH - 5,0-6,0.
2) Inocularea culturii de levuri pe mediul nutritiv de fermentatie
Materialul semincer tratat cu unde milimetrice (2x10° celule/ml) se introduce in volum de
5% din volumul mediului nutritiv.
3) Cultivarea submersa dirijata a levurii
Procesul de cultivare decurge conform urmatorilor parametri:
- Cultivarea submersa se va efectua in baloane Erlenmeyer cu capacitate de 1L
- Temperatura mediului in timpul procesului de cultivare se mentine 25°C
- Gradul de aerare 81...83 mg/L
- Durata procesului de cultivare 120 ore, agitare permanenta
- Nu se permite poluarea cu microflora straina.
I11. Procesarea biomasei levuriene include:
1)  Separarea biomasei levuriene de lichidul cultural,
2)  Procesul de extragere a B-glucanilor din biomasa levuriana.
1) Separarea biomasei levuriene de lichidul cultural
La finalul procesului de fermentare se efectueaza separarea biomasei levuriene de lichidul
cultural prin centrifugare la 3000 rot/min timp de 15 minute.
2) Procesul de extragere a f-glucanilor din biomasa levuriana
Dezintegrarea peretelui celular se efectueaza aplicand procedeul omogenizarii biomasei
celulare: 10 g drojdie (30% S.U.) + 20 ml apa sterila, amestecul se omogenizeaza timp de 10
minute la viteza de rotatie 15000 rot/min (6F volum 30 ml), in contact cu apa, umiditatea relativa
85%. Amestecul se centrifugheaza. Sedimentul (peretii celulari) se trateaza cu 50 ml 1IN NaOH
timp de 1 ora la temperatura de 90°C. Sedimentul se colecteaza si se trateaza cu 0,5N acid acetic
in raport de 1:5, la 75 £5°C timp de 1 ora (in scopul eliminarii glicogenului). Sedimentul se spala
de 2 ori cu apa distilata, se centrifugheaza, se usuca la S0+£5°C. Produsul obtinut este f-glucanul.
IV. Caracterizarea si marcarea produsului include:
1) Caracteristica fizico-chimica;
2) Dozaj, ambalare, etichetare.
1) Caracteristica fizico-chimica a produsului
Bioprodusul, obtinut din peretii celulari a tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20, reprezinta

cristale de culoare bej-galbuie, insolubile in solventi organici (alcool, eter, acetond, benzoat, eter
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petroleic) si greu solubile in apa. Puritatea produsului se examineaza prin spectroscopie in
infrarosu [276].
2) Dozaj, ambalare, etichetare

Bioprodusul se trece cantitativ cite 1-5 g in flacoane de sticla mata. Fiecare flacon se
eticheteaza indicandu-se denumirea produsului, data, numarul lotului, termenul de valabilitate.

Bioprodusul se pastreaza la temperatura de +4°C (Figura 4.22).

Fig. 4.22. Produsul ,,Glucan-20" pulbere obtinut din levura S. cerevisiae CNMN-Y-20.

4.3.2. Evaluarea eficientei tehnologiei elaborate

Pentru a compara eficienta tehnologiei elaborate, au fost montate experiente care au avut la
baza procese tehnologice cu parametrii tehnici standard. In aceste cercetari s-a utilizat mediul de
fermentatie YPD, materialul semincer nu a fost tratat cu unde milimetrice, s-a aplicat metoda de
extragere a B-glucanilor propusa de Thammakiti [244], temperatura de cultivare, gradul de aerare
si durata de cultivare (ore) a tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 au fost identice cu cele din
variantele experimentale.

Pe parcursul deruldrii investigatiilor au fost monitorizati indicii: cantitatea de p-glucani,
carbohidrati totali, biomasa uscata, proteine.

Analiza rezultatelor obtinute in cadrul experientelor cu utilizarea mediului YPD-4 a scos in
evidenta eficienta aplicarii tehnologiei noi, care consta in obtinerea a 1,26+0,29 g/L B-glucani,
ceea ce depaseste martorul cu 68,2%. Cantitatea netda de biomasa obtinuta la aplicarea
tehnologiei cu parametrii tehnici elaborati este de 6,18+0,65 g/L fata de 4,6+1,04 g/L pentru
tehnologia martor (Tabelul 4.2). In conformitate cu calculele efectuate, cantitatea de carbohidrati
totali in biomasa tulpinii la cultivare conform fluxului tehnologic elaborat este de 52,86+1,4% la

S.U. comparativ cu 46,36+2,75% la S.U. specific tehnologiei martor. Continutul de -glucani in
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peretele celular constituie 20,29% comparativ cu 16,2% determinate in varintele de control, ceea
ce este cu 25,2 la sutd mai mult comparativ cu indicii obtinuti la utilizarea tehnologiei martor.
Pornind de la faptul ca modificarea conditiilor de cultivare poate duce la declansarea unor
procese fiziologice cu efecte asupra biosintezei componentelor celulare, am aplicat un studiu ce
include aprecierea nivelului de proteine. Conform rezultatelor obtinute, cele mai mari valori ale
continutului de proteine la tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20 au fost stabilite la aplicarea
tehnologiei elaborate, indicii carora constituie 42,45+1,80% proteine ceea ce este cu 40 la suta

mai mult comparativ cu indicii obtinuti la utilizarea tehnologiei martor (Tabelul 4.2).

Tabelul 4.2. Nivelul indicatorilor biologici a tulpinii de levuri S. cerevisiae CNMN-Y-20 la

cultivare conform proceselor tehnologice standard si experimentale, mediul de fermentatie YPD-4.

Nr. Indicii monitorizati Tehnologia Tehnologia noui (mediul
d/o martor YPD-4)
Nivelul % la
indicatorului martor
1. B-glucani, g/l mediu de cultura 0,752+0,22 1,265+0,29 168,2
2. B-glucani, % la S.U. 16,2+1,14 20,29+2.76 125,2
3. Carbohidrati totali, % la S.U. 46,36+2,75 52,86+1,4 1140
4, Biomasa uscata, g/L. mediu de cultura 4,6+1,04 6,18+0,65 134,3
5. Proteine, % la S.U. 30,12+1,30 42.45+1,80 140

Analiza rezultatelor obtinute in cadrul experientelor cu utilizarea tehnologiei elaborate in
care s-a utilizat mediul optimizat R-ZZ, a scos in evidenta aceleasi legitati ale activitatii
biosintetice a tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20. Aplicarea noilor procedee de cultivare permite

obtinerea a 0,81340,13 g/L B-glucani ceea ce depaseste martorul cu 91,7% (Tabelul 4.3).

Tabelul 4.3. Nivelul indicatorilor biologici a tulpinii de levuri S. cerevisiae CNMN-Y-20 la
cultivare conform proceselor tehnologice standard si experimentale, mediul de fermentatie R-ZZ.

Tehnologia noua
Nr. Indicii monitorizati Tehnologia _ (mediul R-ZZ)
d/o ’ martor Nivelul
- . | % la martor
indicatorului
1. B-glucani, g/l mediu de cultura 0,424+0,03 0,813+0,13 191,7
2. B-glucani, % la S.U. 21,19+0,8 27,10£0,46 128
3. Carbohidrati totali, % la S.U. 42,07+6,74 44,55+4,64 106
4, Biomasa uscatd, g/L. mediu de cultura 2,0+0,12 3,0+0,1 150
5. Proteine, % la S.U. 26,27+1,0 31,56+1,4 120

Astfel, putem afirma cu sigurantd ca tehnologia propusa permite sporirea atit a

continutului de B-glucani, obtinut la 1L de mediu de cultivare, cat si a nivelului valorilor altor
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indicatori biologici a tulpinii de levuri S. cerevisiae CNMN-Y-20, ceea ce confirma ca
procedeele si conditiile integrate intr-un singur flux tehnologic asigurd o eficientd inaltd a
tehnologiei elaborate. In rezultatul aplicdrii acestei tehnologii de cultivare, obtinem cu
68,2...91,7% mai mult bioprodus fata de procedeul de referinta.

Urmatoarea etapd a studiului constd in caracterizarea fizico-chimica a B-glucanilor izolati
din peretii celulari ai levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20.

Structura B-glucanilor este un factor important al calitatii. Actualmente este confirmat ca
structura B-glucanilor depinde de procedeele de izolare si uscare. Relevanta acestei ipoteze este
confirmata de cercetarile efectuate la utilizarea a doua proceduri diferite de izolare din drojdia de
bere a B-glucanilor insolubili in apa: izolare alcalin-acida (AA) si izolare alcalin-acida cu
indepartarea manoproteinelor (AAM). B-glucanii izolati din biomasa levuriana se analizeaza prin
spectroscopia in infrarosu (FTIR) [276]. Autorii au constatat cd B-glucanii, uscati prin diferite
procedee: cu aer, liofilizare si uscare prin pulverizare, au avut structuri diferite. Preparatele de [3-
glucani obtinute prin procedeele de izolare (AA) si (AAM) au avut valori similare ale masei
uscate, a continutului de polizaharide totale, proteinei si elementelor organice. In mod
semnificativ au fost afectate, fractiile de B-glucani din totalul de polizaharide. Liofilizarea si, in
special, uscarea cu aer au cauzat un grad mai mare de aglomerare si modificari a microstructurii

B-glucanilor (Figura 4.23).
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Fig. 4.23. Structura microscopica a B-glucanului uscat cu aer (a) si liofilizat (b), izolat
prin procedura alcalin-acida [276].

Toate aceste informatii pot fi valorificate la analiza B-glucanilor obtinuti din alte tulpini de
levuri.

Referitor la caracterele fizico-chimice determinate ale B-glucanilor obtinuti din peretii
celulari ai levurilor S. cerevisiae CNMN-Y-20, aplicand procedeul de extragere simplificat,
putem mentiona cristale inodore, de culoare bej-galbuie, greu solubile in solventi organic
(alcool, acetona, eter petroleic) si in apa. Compozitia produsului ,,Glucan-20” este redata in

Tabelul 4.4. Puritatea s-a identificat prin determinarea prezentei proteinei, glicogenului.
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Tabelul 4.4. Compozitia chimica a produsului ,,Glucan-20” (raportata la substanta uscata).

Produsul B- Glicogen, | Carbohidrati | Proteine, Alte
glucan, g% totali, g% impuritati,
g% g% %
Glucan-20 90...93,0 2,4 3,2 1,0 3,0..0,3
pulbere

Caracteristicile fizico-chimice a B-glucanilor prezintad criterii importante in aprecierea
adecvata a materialului vizat pentru utilizare in diferite domenii. Ulterior, bioprodusul Glucan-20
obtinut a fost propus in calitate de supliment alimentar si furajer pentru sporirea statutului imun

al puietului de pesti fitofagi.

4.3.3. Valorificarea bioprodusului Glucan-20 obtinut din levura S. cerevisiae CNMN-Y-20

Preparatul de B-glucani a fost utilizat la furajarea puictului de peste, in particular pentru
fortificarea viabilitatii si indicilor de crestere a puietului de cosas (Ctenopharyngodon idella).

Cercetarile au fost efectuate in colaborare cu cercetatorii Institutului de Zoologie,
laboratorul Ihtiologie si Acvacultura.

Materialul biologic a fost reprezentat de puiet din specia de cosas (Ctenopharyngodon
idella) cu greutatea initiala medie de 1,185+0,318 g. Pentru a urmari evolutia parametrilor fizico-
chimici a apei din incubatoare, pe parcursul desfasurarii experientelor, s-au exercitat masurari de
determinare a temperaturii, oxigenului dizolvat, pH-ului.

Experientele au fost efectuate pe un numar de 160 exemplare in 3 loturi: lotul martor — 53
larve; lotul 11 — 54 larve; lotul I11- 53 larve. Perioada experimentala a durat 20 zile.

Metoda de furajare utilizatd a fost cea manuala, numarul de tainuri a fost adaptat in functie
de varsta puietului si a constituit 75-50% furaj la o unitate de masa a larvei.

Observatiile asupra dezvoltarii larvelor s-au efectuat dupa 10 si 20 zile de la initierea
experimentelor. La fiecare citire s-a determinat mortalitatea si indicii de crestere a puietului de
cosas.

In experientele efectuate au fost cercetate urmatoarele variante de retete furajere:

Varianta | (unit. masa,%): faina de peste — 35; drojdie de vin uscata — 40; faina de
tescovina de struguri —15; lapte praf — 7,9; bioprodusul Glucan-20 — 0,1; metionina — 1,0; premix

vitamino-mineral — 1,0.
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Varianta Il (unit. masa,%): faina de peste — 30; drojdie uscata de vin — 30; faina de
tescovina de struguri — 30; lapte praf —7,5; bioprodusul Glucan-20 — 0,5; metionina — 1,0; premix
vitamino-mineral — 1,0.

Varianta Il (martor) (unit. masa,%): autolizat de drojdii — 48...50; faina de peste — 34...
35; faina de grau — 7...6; lapte praf — 7...8; metionind — 0,5...1,0; premix vitamino-mineral —
0,5...1,0 [3].

Rezultatele au demonstrat ca sporul maximal de supravietuire a larvelor de cosas este de
26,7% si este specific pentru reteta I de furaj. Valorile medii a indicilor liniari a larvelor de
cosas la cele doua loturi luate in studiu, prezinta o crestere cu 6,3...9,8% comparativ cu indivizii
din lotul martor. Analiza masei corporale la puietul de cosas dupd 20 zile a constatat diferente
semnificative (p<0,01) in favoarea ambelor retete furajere comparativ cu lotul martor. Sporul
masei corporale constituie 17-24%. Rezultate pozitive s-au stabilit si in cazul estimarii greutatii
medii corporale. Cele mai mari valori ale ratei de crestere, g greutate medie corporala, se
constata in cazul lotului experimental in care puietul de cosas a fost hranit cu reteta II de furaj,
unde valorile greutdtii medii corporale au constituit 56,128+7,628 g sau cu 56,3% mai mult fata

de martor (Figura 4.24). Pentru receta Il de furaj s-a obtinut brevet de inventie [8].

Reteta ] i Reteta [I =—®=Reteta martor

190
170
150

I
130 T T
110 +—— 1 I
90 +—
70 +——
50 +—
30 T T

supravietuirea  masa corporald a ihtiomasa generala
larvelor unei larve

% la martor

Fig. 4.24. Indicii productivi ai puietului de cosas Ctenopharyngodon idella.

Prin urmare, pe baza rezultatelor cercetarilor efectuate putem face unele recomandari
privind utilizarea B-glucanilor obtinuti din levuri la imbunatatirea performantelor productive ale
puietului de pesti. Cercetarile pot servi la efectuarea altor tipuri de experimente sau tehnologii
noi de crestere a puietului de specii fitofage.

Receta noua de furaj a fost utilizatd in conditii de producere industriala. Testarea a fost
efectuata la intreprinderea individualad ,,Marin Alexandru”. Rezultatele confirma eficienta inalta

a furajului elaborat, care contribuie la sporirea procentului de viabilitate si ihtiomasei puietului

121



de pesti fitofagi cu 20-30% (Act de implementare din 17.07.2014, Act de implementare din
17.07.2015 si Act de implementare din 10.10.2016)

4.4. Concluzii la capitolul 4

1.

Reactia de raspuns a tulpinii S. cerevisiae CNMN-Y-20 la actiunea undelor milimetrice cu
frecventele 60,12 GHz; 53,33 GHz; 42,19 GHz se manifesta in dependenta de frecventa si
durata de iradiere. Efectul biologic al undelor milimetrice are un prag temporar, 20 minute,
dupa care expunerea levurii la iradiere nu conduce la marirea efectului biologic [62, 89].
Procedeul elaborat de cultivare a S. cerevisiae CNMN-Y-20, care include etapa de iradiere
a inoculului cu undele milimetrice 53,33 GHz timp de 20 minute asigura rentabilitate,
datorita cresterii cantitatii de B-glucani in biomasa levuriana cu 25,7% fata de martor [7,
62].

Tehnologia complexa de producere a B-glucanilor, elaboratd in baza elementelor noi —
tulpinii de levuri cu capacitdti biotehnologice performante, mediilor nutritive eficiente,
conditiilor optimizate de cultivare in profunzime, tratarea materialului semincer cu unde
milimetrice cu frecventd extra inaltd, aplicarea procedeului modificat de extractie a B-
glucanilor, permite obtinerea cu 68,2...91,7% mai mult produs comparativ cu tehnologia
martor [20, 24].

Furajul combinat pentru cresterea puietului de pesti fitofagi, ce contine in componenta sa
bioprodusul Glucan-20 in cantitate de 0,1-0,5 unit. masa, %, duce la sporirea cu 22,0-
26,7% a ratei de supravietuire, cu 16,9-24,0% a masei medii a unei larve si cu 45,2-56,3%

a ihtiomasei generale medii [8, 25].
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI

Realizarea cercetarilor si analiza rezultatelor obtinute in cadrul tezei de doctor ,, Tehnologie

de obtinere a B-glucanilor din levuri” au condus la formularea urmatoarelor concluzii:

1.

Parametrii biotehnologici determinati de cultivare dirijata a levurii S. cerevisiae CNMN-
Y-20, contribuie la eficientizarea tehnologiei de producere a B-glucanilor cu utilizari
polivalente, in vederea aplicarii lor in diferite domentii.

Mediile de cultura optimizate R-ZZ si YPD-4 si conditiile de cultivare, valorile de
temperatura — 25°C, aeratie — 81,3...83,3 mg O,/L, durata de cultivare — 120 ore,
specifice tulpinii producatoare, sporesc producerea de B-glucani la levura S. cerevisiae
CNMN-Y-20 cu 32,8% si respectiv 52,4% [13, 21, 22].

Efectele nanoparticulelor TiO, si ZnO asupra biosintezei B-glucanilor si altor componente
celulare sunt determinate de dimensiunea acestora, concentratia si durata de contact cu
tulpina S. cerevisiae CNMN-Y-20. Nanoparticulele ZnO cu dimensiuni de 30 nm, in
concentratie de 5-10 mg/L se manifesta ca factor de stimulare a biosintezei B-glucanilor
la levuri [14, 254].

Nanoparticulele ZnO, in prezenta concentratiilor de 2% si 5% alcool etilic, intensifica
procesele de biosinteza a -glucanilor, continutul carora in biomasa S. cerevisiae CNMN-
Y-20 creste cu 19,9% mai mult fata de probele martor, dar nu asigurad intensificarea
biosintezei proteinelor [88].

Caracterul actiunii undelor milimetrice cu frecventele 60,12 GHz; 53,33 GHz; 42,19 GHz
asupra levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20 este determinat de frecventa si durata de
iradiere. Aplicarea undelor cu frecventa f=53,33 GHz timp de 20 minute la etapa
prepararii materialului semincer, permite majorarea continutului de B-glucani in biomasa
celulard cu 25,7% mai mult fatd de martor, astfel se propune o cale noua de reglare a
biosintezei B-glucanilor la levuri [7, 12, 20, 62, 89].

Tehnologia complexa de producere a B-glucanilor, elaboratd in baza elementelor noi —
tulpina de levuri cu capacitati biotehnologice performante, medii nutritive eficiente,
conditii optimizate de cultivare in profunzime, tratarea materialului semincer cu unde
milimetrice cu frecventa extra inalta, aplicarea procedeului modificat de extractie a -
glucanilor, permite obtinerea a 0,81...1,26 g/L bioprodus, comparativ cu 0,42...0,75 g/L
B-glucani ai tehnologiei martor [24].

Preparatul elaborat in baza B-glucanilor, extrasi din levuri, manifesta activitate biologica,

exprimata prin sporirea cu 22,0-26,7% a ratei de supravietuire, cu 16,9-24,0% a masei
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medii a unei larve si cu 45,2-56,3% a ihtiomasei generale medii a pestilor fitofagi, ceea
ce indica asupra perspectivei utilizarii lui in domeniul pisciculturii [8, 25].

Problema stiintifici importanti solutionata in lucrare. Au fost determinati parametrii
biotehnologici optimali de cultivare a levurii S. cerevisiae CNMN-Y-20, ceea ce a contribuit la
eficientizarea procedeelor de sinteza orientata a [B-glucanilor, fapt ce a permis elaborarea
tehnologiei de obtinere a acestor compusi biologic activi valorosi.

Aportul personal. In materialele care reflectd continutul brevetelor de inventie autoarei ii
revine cota parte in corespundere cu lista autorilor. Toate celelalte rezultate obtinute, analiza lor,
generalizarile si concluziile apartin autoarei.

Recomandari practice

Se recomanda:

1. Tulpina de levuri S. cerevisiae CNMN-Y-20 in calitate de sursa de B-glucani cu utilizari

polivalente.

2. Doua variante de medii nutritive, care asigura sporirea semnificativa a cantitatii de p-

glucani in biomasa levuriana;

3. Doua procedee de sinteza orientata a B-glucanilor cu aplicarea nanoparticulelor oxizilor

de metale si undelor milimetrice cu frecventa extra inalta ca factori reglatort;

4. Tehnologia de obtinere a B-glucanilor din S. cerevisiae CNMN-Y-20 pentru producerea

industriald a bioproduselor naturale glucanice;

5. Bioprodusul Glucan-20 pentru utilizare in piscicultura si alte domenii.

Sugestii privind cercetiri de perspectiva

1. Sunt de perspectiva cercetarile in vederea procesarii lichidului cultural, rezultat din
producerea biomasei de levuri, datorita continutului sau sporit de componente valoroase:
exopolizaharide, vitamine, aminoacizi.

2. Se propun cercetari de determinare a proprietatilor imunomodulatoare si anticancerigene
ale B-glucanilor obtinuti din biomasa levuriana.

3. Sunt de perspectiva cercetarile pentru dezvoltarea industriald si experimentala la nivel

pilot pentru stabilirea parametrilor tehnologici optimi.
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Anexa l

Brevete de inventie

Brevet de inventie. MD 4048. Tulpina de drojdie Saccharomyces cerevisiae-sursa de -glucani.

BOPI nr. 6/2010

A A N N W

AGEN 'IU\ DE STAT

BREVET

DE INVENTIE
. 4048

IN TEMEIUL LEGII PRIVIND PROTECTIA INVENTIILOR, AGENTIA DE STAT PENTRU
PROPRIETATEA INTELECTUALA ELIBEREAZA PREZENTUL BREVET DE INVENTIE

Tulpini de drojdie Saccharomyces cerevisiae - sursi de B-glucani

Titular: INSTITUTUL DE MICROBIOLOGIE SI
BIOTEHNOLOGIE AL ACADEMIEI DE STIINTE A
MOLDOVEI, MD

Data depozit: 2010.02.11

DESCRIEREA INVENTIEI, REVENDICARILE SI DESENELE CONSTITUIE PARTE
INTEGRANTA A PREZENTULUI BREVET DE INVENTIE

CONFIRM PRIN SEMNARE SI APLICAREA SIGILIULUI

DITW?R GENERAL

0 coio [0S
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Brevet de inventie. MD 717. Furaj pentru puiet de pesti fitofagi. BOPI 1/2014.

REPUBLICA MOLDOVA
AGEL |5

DE INVENTIE
DE SCURTA DURATA

Nr. 717

IN TEMEIUL LEGII PRIVIND PROTECTIA INVENTIILOR, AGENTIA DE STAT PENTRU
PROPRIETATEA INTELECTUALA ELIBEREAZA PREZENTUL BREVET DE INVENTIE
DE SCURTA DURATA

- Furaj pentru puiet de pesti fitofagi

ACADEMIEI DE STIINTE A MOLDOVEI, MD

Data depozit: 2013.08.22

DESCRIEREA INVENTIEI, REVENDICARILE S$I DESENELE CONSTITUIE PARTE
NTEGRANTA A PREZENTULUI BREVET DE INVENTIE DE SCURTA DURATA

CONFIRM PRIN SEMNARE $1 APLICAREA SIGILIULUI

f

Dm:fn)n GENERAL

k{;\'\ ‘)‘;/j“(,(;u_\ 1

‘\
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Titulari: INSTITUTUL DE ZOOLOGIE AL ACADEMIEI DE |&=
STIINTE A MOLDOVEI, MD; INSTITUTUL DE |a& .
MICROBIOLOGIE ~ §I ~ BIOTEHNOLOGIE AL |;




Brevet de inventie. MD 4329. Procedeu de cultivare a tulpinii de levuri Saccharomyces
cerevisiae CNMN-Y-20. BOPI 2/2015.

[oen00ses

REPUBLICA MOLDOVA > <D |

Agentia de Stat pentru * <D |
Proprietatea Intelectuala Zee= |

Nr. 4329

Eliberat intemeiul Legii nr. 50/2008 privind protectia inventiilor DS

Titlul:  Procedeu de cultivare a tulpinii de levuri ' oD
: Saccharomyces cerevisize CNMN-Y-20 <>

Titular; INSTITUTUL DE MICROBIOLOGIE SI
BIOTEHNOLOGIE AL ACADEMIEI DE STIINTE A o ‘l‘
MOLDOVEI, MD o=

Data dep021t 2013.10.30 > <D |

Descrierea inventiei, revendicarile si desenele constituie parte > <D |
integrantd a prezentului brevet de inventie °» <D

Director General

0@!

_m@eww@w@@@wémééféééééééééééééﬁi

145



Anexa 2.

Act nr. 85a din 04.09.2017 de implementare a tulpinii de levuri S. cerevisiae CNMN-Y-20

v APROB
"Directorul Institutului de Microbiologie si
Biotehnologie al ASM

academician,”
?}/c‘?y Valeriu RUDIC

’ 7 = 7
2 VS, 22552700 22, 22017

ACT

de implementare a elaborarii Nr.

mun. Chisindu
77 < LF o din £ 28, 2017
Subsemnatii, comisia in componenta: Usatii Agafia, dr. hab., prof. cercet., Chiselita
Natalia, cercet. st., laboratorul Biotehnologia Levurilor al IMB al ASM; Chiselita Oleg, dr., sef
Colectia Nationald de Microorganisme Nepatogene a IMB a ASM; Slanina Valerina, cercet. st.
al CNMN a IMB al ASM, au intocmit prezentul act privitor la evaluarea implementarii:

1. Denumirea elaboririi: Tehnologie de obtinere din levuri a f-glucanilor

2. Autorii elaboriirii: USATII Agafia, dr. hab., prof. cercet., CHISELITA Natalia, cercet. st.,
EFREMOVA Nadejda, dr., cercet. st. coord., BORISOVA Tamara sp. microbiolog, laboratorul
Biotehnologia Levurilor al IMB al ASM.

3. Beneficiar: Colectia Nationald de Microorganisme Nepatogene a Institutului de
Microbiologie si Biotehnologie al ASM.

4. Volumul de lucriri efectuate: Tulpina Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y- 20 cu potential
inalt de sintezd a B-glucanilor (Br. inv. MD 4048, BOPI 6/2010), pastrata in Colectie timp
indelungat in stare liofilizata a fost revitalizatd si cultivatd in profunzime pe mediul nutritiv cu
parametrii optimizati §i aplicarea procedeului nou de tratare a inoculului cu unde milimetrice de
intensitate extra inalti (Br. inv. MD 4329, BOPI 2/2015). Pentru extragerea si purificarea -
glucanilor din biomasa levuriana a fost utilizat procedeul optimizat, descris in tehnologie.

5. Rezultate: Regulamentul tehnologic de obtinere din levuri a p-glucanilor a fost valorificat in
procesul de evaluare a viabilitdtii, a caracterelor morfo-culturale a celulelor si coloniilor si
potentialului biosintetic al tulpinii Saccharomyces cerevisiae CNMN-Y- 20 péstratd in conditii
de liofilizare. Eficienta aplicirii Regulamentului tehnologic este confirmati de rezultatele
superioare obtinute in raport cu procedeele clasice.

6. Propuneri: Tehnologia prezintd interes pentru industria microbiologicd, alimentara,
farmaceuticd, ca unul din elemente ce tine de producerea p-glucanilor cu utilizari polivalente.

Semniiturile membrilor comisiei: 2 f
USATII Agafia, dr. hab., prof. eercet., IMB al ASM M| —
CHISELITA Natalia, cercet. st., IMB al ASM Ly gollifa
CHISELITA OLEG, dr., sef CNMN a IMB al ASM llpe BA
SLANINA Valerina, cercet. st. CNMN, a IMB al ASM b/

b
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Anexa 3.

Acte de implementare bioprodusului Glucan-20

Act de implementare a rezultatelor Nr.1 eliberat de i1 ,,Marin-Alexandru” la 17.07.2014

P T Aprob

Dir ul fﬁfr_eprinderii Individuale

,,Marin Alexandru”
» JE e 2014

ACT DE IMPLEMENTARE Nir. 1
din /Y. O7 2014

1. Denumirea propunerii pentru implementare:
Furaj pentru puietul de pesti fitofagi (Brevet de inventie nr. 717).
2. Autorii propunerii:
Dadu Ana, Vidaico Valeriu, Usatii Agafia, Usatii Marin, Chiselifa
Natalia p
Institutia unde s-a implementat §i perioada de implementare
intreprinderea Individuald ,,Marin Alexandru”
Volumul de lucrdri efectuate:
A fost testatd o retetdi noud de furaj pentru cresterea puietului de pesti fitofagi,
brevetatd, care sporeste rata de supravietuire si indicii de productie. Eficienta inalta a
furajului se datoreazi fdinei de tescovind de struguri, drojdiei de vin uscatd si
suplimentului biologic activ B-glucani. Testarea a fost efectuatd intr-un iaz cu suprafata
de 2 ha.
Rezultatele implementarii:
S-a administrat faind de tescovind de struguri si a bioprodusului B-glucani in

furajele pentru cosag care a contribuit la sporirea procentului de viabilitate a puietului cu
cca 30%.

Propuneri:

Furajul combinat pentru cresterea puietului de pesti fitofagi care contine: faina de
tescovind de struguri si bioprodusul B-glucani obtinut din levurile rezultate dupd fermentarea
vinului manifestd proprietiti de stimulator al ratei de supravietuire gi masei corporale a puietului
de pesti fitofagi.

Responsabili pentru implementare:

Dadu Ana /ﬁJA

Institutul de Zoologie al A.S.M.

Chiselita Natalia %;e/czféx

Institutul de Microbiologie si Biotehnologie
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Act de implementare a rezultatelor Nr.3 eliberat de II ,,Marin-Alexandru” la 17.07.2015

Aprob
" Directorul intreprinderii Individuale

,,Marin Alexandru”

» fB DO 2015

or o i3
ACT DE IMPLEMENTARE Nr. 3
din 17.07.2015

1. Denumirea propunerii pentru implementare:
Furaj pentru puietul de pesti fitofagi (Brevet de inventie nr. 717).

] 2. Autorii propunerii:
Dadu Ana, Vidaico Valeriu, Usatii Agafia, Usatii Marin, Chiselita
Natalia,

3. Institufia unde s-a implementat §i perioada de implementare:
intreprinderea Individuala ,,Marin Alexandru” (01.06.15 - 17.07.15)

4. Volumul de lucrari efectuate:
A fost testata repetat o retetd noud de furaj pentru cresterea puietului de pesti fitofagi,
brevetatd, care sporeste rata de supravietuire si indicii de productie. Eficienta inalt3 a
furajului se datoreazi fdinei de tescovind de struguri, drojdiei de vin uscati si

suplimentului biologic activ B-glucan. Testarea a fost efectuata intr-un iaz cu suprafata
de 1,2 ha.

5.Rezultatele implementdrii:

S-a administrat fdina de tescovina de struguri si a bioprodusului B-glucan in furajele
pentru cosag care a contribuit la sporirea procentului de viabilitate a puietului cu cca
32%. Considerdm oportuna utilizarea pe scari larga a recetei noi de furaj pentru
cresterea puietului de pesti fitofagi.

Responsabili pentru implementare:

Dadu Ana ——. g\_pé,\

Institutul de Zoologie al A.S.M.

Chiselita Natalia ﬁff%f%

Institutul de Microbiologie si Biotehnologie
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Act de implementare a rezultatelor Nr.4 eliberat de SRL ,,Acces-Activ”’ la 10.10.2016

Aprob
Directorul SRL 4 Acces-Activ”

eQ/’,,-Tudur Bitca
> 00 & g

ACT DE IMPLEMENTARE Nr. 4
Din” A7 “ A€ 2016

I. Denumirea propunerii pentru implementare:
Furaj pentru puietul de pesti fitofagi (Brevet de inventie nr. 717).

lutorii propunerii:
Dadu Ana, Vidaico Valeriu, Usatii Agafia, Usatii Marin, Chiselita
Natalia

Institutia unde s-a implementat §i perioada de implementare
SRL,,Acces-Activ”,s.Rominesti r.Striaseni, perioada iunie-august 2016

3. Volumul de lucrdri efectuate:
A fost tes refeti noud de furaj pentru cresterea puietului de pesti fitofagi,
brevetata, care sporeste rata de supravietuire si indicii de productie. Eficientz inalta a

furajului se datoreaza fainei de tescovind de struguri, drojdiei de vin uscatd si
suplimentului biologic activ -glucani. Testarea a fost efectuata intr-un iaz cu suprafata

de 2.6 ha

4. Rezultatele implementarii:

S-a admir 1t fdind de tescovind de struguri si a bioprodusului f-glucani in
furajele pentru cosas care a contribuit la sporirea procentului de viabilitate a puietului cu
cca 32%.

Responsabili peni nplementare:

Cercetitor stiintific al Laboratorului de

gl
Ihtiologie si Acvaculturd al Institutului /é%:f"

de Zoologie a ASM Aureliu Cebanu

si
cercetatorului stiinfific stagiar
al Laboratorului de Thtiologie si
Acvacultura al Institutului o
de Zoologie a ASM {%{Cﬁl/ Ana Dadu
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Anexa 4.

H

si Expozitii Internationale

H

H

Mentiuni la Saloane de Inventii

Iasi 2015, (Silver

2

Diploma European Exhibition of Creativity and Innovation ,,EUROINVENT”

medal) ,,Feed for phytophagous fish fry”.
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Diploma European Exhibition of Creativity and Innovation ,,EUROINVENT”, lasi 2015, (Silver

medal) ,,New proceeding for obtaining [3-glucans from yeasts with

application of millimetric waves”.
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Diploma ,,40th International Invention Show 11th Invention and Prototype Show and Student
Business Plan Competition” Karlovac, 2015, (Silver medal) ,,Fish spawn incubation and larvae
storage device and feeding them with specialized feed”

40™ INTERNATIONAL INVENTION SHOW
11™ INVENTION AND PROTOTYPE SHOW AND STUDENT
BUSINESS PLAN COMPETITION

Silver

USATIll MARIN, DADU ANA,
TODERAS ION, CREPIS OLEG, USATII

AGAFIA, USATII ADRIAN,
SAPTEFRATI NICOLAE, CHISELITA
NATALIA

FISH SPAWN INCUBATION AND
LARVAE STORAGE DEVICE AND
FEEDING THEM WITH SPECIALIZED
rFEED

KARLOVAC, CROATIA, 05 -07. November 2015.

Medunarodni ocjenjivatki sud Hrvatski savez inovatora
y International Jury Croatian Inventors Association

4 Predsjednik/President Predsjednica/President-
MScBA Andrej Skrig, uniy.dipl.ing.stroj. Ljiljana Pedié'rt';zkéag.'l ming.
6 X e HKonn s e /! ‘(.ﬁffhsc

2 D d
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Diploma European Exhibition of Creativity and Innovation ,, EUROINVENT”, Iasi 2016, (Silver

medal) ,,Technology of B-glucans products obtaining from Saccharomyces yeast”.
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Diploma Salonul international al cercetarii, inovarii si inventicii ,,PROINVENT”, Cluj-Napoca

2016, (Medalia de aur cu mentiune speciald) ,,Technology of B-glucans products

obtaining from Saccharomyces yeast”
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Diploma de participare European Exhibition of Creativity and Innovation ,,EUROINVENT?”, lasi

2017, ,,New proceeding for obtaining -glucans from yeasts using ZnO nanoparticles”.
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DECLARATIA PRIVIND ASUMAREA RASPUNDERII
Subsemnata, declar pe raspundere personala ca materialele prezentate in teza de doctorat

sunt rezultatul propriilor cercetari si realizari stiintifice. Constientizez cd, in caz contrar, urmeaza

sa suport consecintele in conformitate cu legislatia in vigoare.

CHISELITA Natalia

Data:
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Numele, prenume:

Cetatenia
Studii
1991-1996
2012-2014
2014-2017

Domeniile de
interes stiintific

Participdri in

proiecte stiintifice
nationale si
internationale

Participdri la
Soruri stiintifice

CURRICULUM VITAE

CHISELITA NATALIA

Republica Moldova

»

N7 U

Universitatea de Stat din Moldova, Facultatea de Chimie, specialitatea
Chimie

Universitatea de Stat din Tiraspol, Facultatea de Biologie si Chimie,
specialitatea Biologie aplicata

Institutul de Microbiologie si Biotehnologie, doctoranda, specialitatea
,167.01 — Biotehnologie, bionanotehnologie”

Microbiologia si biotehnologia levurilor;
Biochimie, specializare i1n domeniul biochimiei levurilor;
Elaborarea procedeelor de cultivare dirijatd a levurilor.

06.411.015 F. (2006-2010) ,,Fundamentarea stiintifica a sintezei orientate
a substantelor bioactive de cétre microorganisme”’;
07.411.11 IND A. (2007-2008) ,,Evaluarea principiilor bioactive a levurilor
de la vinificatie ca sursa pentru obtinerea biopreparatelor”;
09.819.08.03. IND F. (2009-2010) ,,Procesarea drojdiilor rezultate in urma
vinificarii in scopul obtinerii carbohidratilor pentru utilizare in diverse
domenii”;
11.817.08.19A (2011-2014) ,, Tehnologii inovationale microbiene pentru
producerea polizaharidelor si enzimelor hidrolitice cu utilizari polivalente”;
14.05.076A (2015-2018) ,,Utilizarea nanomaterialelor in biotehnologia
cultivarii fungilor miceliali si levurilor ca strategie de sporire a
performantelor biotehnologice”.

Bcepoccuiickuii cHMIo3uyM ¢ MEXIYHApOIHBIM ydactueM ,, CoBpeMeHHbIe
po0JIeMbl (PU3UOIIOTHH, SKOJIOTHH U OMOTEXHOJIOTUH MUKPOOPTaHU3MOB”,
Mocksa, 2014;

Conferinta stiintifica nationala cu participare internationala ,,Integrare

prin cercetare si inovare”, Chisinau, 2014;

Conferinta Stiintificd Internationald a Doctoranzilor ,, Tendinte
contemporane ale dezvoltarii stiintei: viziuni ale tinerilor cercetatori”,
Chisinau, 2015, 2016, 2017,

Conferinta Stiintificd Internationald “Stiintele vietii in dialogul generatiilor:
conexiuni dintre mediul academic, universitar si de afaceri", Chisinau, 2016;
MexnyHapoaHas HaydHasi KOHEPEHIIUS MOJIOABIX YYCHBIX, aCITUPAHTOB

Y CTYACHTOB ,, Hay4HbIE TOCTHIKEHUS MOJIOJICKH — PEIICHUIO TTPOOIIeM
nutanus yenoBeuectBa B XXI Beke”, Kues, Ykpauna, 2016;

International Conference ,,NANO-2016 Ethical, Ecological and Social
Problems of Nanoscience and Nanotechnologies”, Chisinau, 2016;
International Scientific Conference on Microbial Biotechnology 2" and

3" editions, Chisindu, 2014, 2016.
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Lucrari stiintifice 36 publicatii stiintifice: 15 articole in reviste recenzate, 12 teze la
publicate conferinte internationale si nationale, 3 brevete de inventie, 6 materiale
la saloane de inventii.

Premii i Bursa de Excelentd a Guvernului (2016);

Mentiuni Bursa unica de performanta ,,Mircea Ciuhrii”.
40™ international invention show 11" invention and prototype show and
student business plan competition Karlovac, Croatia, 2015 (Medalie de
argint);
European Exhibition of Creativity and Innovation EUROINVENT,
lasi, Romania, 2015 (Medalie de argint);
European Exhibition of Creativity and Innovation EUROINVENT,
lasi, Romania, 2015 (Medalie de argint);
European Exhibition of Creativity and Innovation EUROINVENT,
lasi, Romania, 2016 (Medalie de argint);
Salonul international al cercetarii, inovarii si inventicii PROINVENT,
Cluj-Napoca, Romania, 2016, (Diploma de excelenta, Medalia de aur);
European Exhibition of Creativity and Innovation EUROINVENT,
lasi, Romania, 2017 (Diploma de participare).

Apartenenta

la societati: Membru al Federatiei Societatilor Europene de Microbiologie (FEMS).
Cunoasterea

limbilor: romana, rusa, engleza, portugheza.

Date de contact

de serviciu: Laboratorul Biotehnologia levurilor
Institutul de Microbiologie si Biotehnologie
MD 2028, str. Academiei 1, bir. 202
Tel.: +373 (22) 73 80 13,
e-mail: chiselita.natalia@gmail.com
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